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= 0,92 (UHL and apDia), R = 0,91 (apDia and Lisa-Tracker) and R = 0,89 (UHL 
and Lisa-Tracker). Our results indicate that TL IFX, meassured with three different 
assays correlate with concentration of C-reactive protein. Higher TL IFX, measured 
with UHL and Lisa-Tracker also correlate with endoscopic remission of disease. 
We showed that detectable TL IFX lead to continuation of the treatment with IFX. 
In our research we measured antibodies to infliximab (ATI) with commercial test 
Lisa-Tracker and compared our results with in-house developed ELISA test – UHL. 
Because of a lack of standardization among assays for ATI determination, we can 
only compare results qualitative. We found out that the absence of ATI, measured 
with both assays leads to continuation of treatment with IFX. When determinating 
predictors for high TL IFX in the future, the absence of ATI (determinated with 
UHL) was found out to be a good predictor for detectable TL IFX in the future.     
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ASA  aminosalicilati  
5-ASA  5-aminosalicilna kislina 
ADA   protitelesa proti zdravilu (angl. Anti-Drug Antibodies) 
ATI   protitelesa proti infliksimabu (angl. Antibodies To Infliximab) 
AZA   azatioprin 
CB   Crohnova bolezen  
CRP   C-reaktivni protein 
DC   dendritične celice 
ELISA  encimskoimunski test (angl. Enzyme–Linked ImmunoSorbent Assay) 
FDA   Ameriška agencija za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administation) 
HMSA angl. Homogenous Mobility Shift Assay 
IFX   infliksimab 
IL-1   interlevkin 1 
IL-6   interlevkin 6  
IL-1β   interlevkin 1β 
KVČB  kronična vnetna črevesna bolezen 
6-MP   6-merkaptopurin 
MTP   mikrotitrska ploščica 
MTX  metotreksat 
NF-κB jedrni transkripcijski faktor kapa B (angl. Nuclear Factor Kappa B) 
NK     naravne celice ubijalke (angl. Natural Killer cells) 
NLR  »Nucleotide binding oligomerization domain-Like« Receptor  
RIA   radioimunski test (angl. radioimmunoassay) 
SR   hitrost sedimentacije eritrocitov (angl. Sedimentation Rate) 
sTNF-α  topna oblika TNF-α (angl. soluble TNF-α) 
tmTNF-α  membranska oblika TNF-α (angl. transmembrane TNF-α)  
TACE  encim, ki odcepi sTNF-α iz prekurzorske tmTNF-α (angl. TNF-α-Converting 
Enzyme) 
TDM  terapevtsko spremljanje koncentracije zdravil (angl. Therapeutic Drug  
Monitoring) 
TL   najnižja serumska koncentracija zdravila med zdravljenjem (angl. Trough 
Level)  
TLR   »Toll-like« receptor (angl. Toll-Like Receptor) 
TM   telesna masa 
TMB   tetrametilbenzidin 
TNF-α  dejavnik tumorske nekroze alfa (angl. Tumor Necrosis Factor Alpha)   
TNFR1 receptor 1 za vezavo TNF-α  
TNFR2 receptor 2 za vezavo TNF-α 
UK   ulcerozni kolitis  
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1 UVOD 
 
Kronična vnetna črevesna bolezen (KVČB), katere glavni obliki sta Crohnova bolezen 
(CB) in ulcerozni kolitis (UK), je doživljenjska bolezen prebavil, ki poteka v izmenjujočih 
se obdobjih zagona bolezni in vmesnih obdobjih remisij, ko bolnik nima težav. CB lahko 
prizadene celotno črevo od ust do anusa, medtem ko je UK omejen le na debelo črevo. 
Etiologija bolezni je neznana, predvideva pa se, da imajo pri nastanku bolezni pomembno 
vlogo motnje v uravnavanju imunskega odziva ter genetski in okoljski dejavniki (Smrekar, 
2010; Basso in sod., 2014).  
 
Pristop k zdravljenjenju KVČB se je v zadnjih 20 letih precej spremenil (Gils, 2017). V 
preteklosti je bil cilj zdravljenja le lajšanje simptomov, danes pa je jasno, da želimo pri 
bolnikih doseči globoko remisijo (popolno odpravo simptomov bolezni, normalizacijo 
biokemičnih in fekalnih kazalcev vnetja in zaceljeno sluznico črevesa) (Han in sod., 2013).  
Za zdravljenje uporabljamo 5-aminosalicilno kislino (5-ASA), kortikosteroide, 
imunosupresive in biološka zdravila (Ardizzone in Bianchi Porro, 2005). Prvo odobreno 
biološko zdravilo za zdravljenje CB in UK je bilo infliksimab (IFX) (Kornbluth, 1998), 
himerno protitelo, ki spada med zaviralce dejavnika tumorske nekroze alfa (TNF-α). TNF-
α je provnetni citokin in je kot najpomembnejši mediator vnetja pri KVČB primarna tarča 
bioloških zdravil (Yapali in Hamzaoglu, 2007).   
 
Kljub temu, da biološka zdravila običajno skrbijo za močno kontrolo nad boleznijo, pa se 
nekateri bolniki na zdravljenje z njimi ne odzovejo (primarno neodzivni bolniki) oz. 
zdravilo pri bolnikih sčasoma izgubi učinek (sekundarno neodzivni bolniki). Eden glavnih 
razlogov za to je pojav protiteles proti zdravilu (angl. anti-drug antibodies – ADA), ki se 
pojavijo zaradi imunogenosti biološkega zdravila. ADA znižujejo serumski nivo zdravila 
(najnižjo serumsko koncentracijo zdravila med zdravljenjem, angl. trough level – TL), tako 
da zdravilo inaktivirajo ali pa pospešijo njegovo izločanje iz telesa z urinom (Gils, 2017).  
 
Določanje nivojev IFX še ni del redne klinične prakse, vendar lahko s spremljanjem 
koncentracije zdravila tekom terapije (angl. therapeutic drug monitoring – TDM) in 
spremljanjem koncentracije protiteles proti infliksimabu (angl. antibodies to infliximab – 
ATI) optimiziramo zdravljenje bolnika. S tem pristopom lahko identificiramo bolnike, ki 
imajo zelo nizke ali nezaznavne koncentracije IFX v serumu, kar je lahko posledica 
delovanja ATI. Ta se lahko pojavijo kadarkoli med zdravljenjem (Vande Casteele in sod., 
2014).   
 
Za določanje TL IFX in ATI obstajajo številne različne metode, med katerimi so 
najpogosteje uporabljeni encimskoimunski testi (angl. Enzyme-Linked 
ImmunoSorbentAssay – ELISA), radioimunski testi (angl. radioimmunoassay – RIA) in 
HMSA (angl. homogenous mobility shift assay) (Vande Casteele, 2016). Ker spremljanje 
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TL IFX in ATI postaja del klinične prakse, so konkurenčni in natačni testi ključnega 
pomena za diagnostiko in odločitve o nadaljnji terapiji bonika.  
 
  
1.1  NAMEN IN HIPOTEZE MAGISTRSKEGA DELA 
 
Namen:  
- Ugotoviti medsebojno primerljivost treh testov ELISA (dveh komercialno dostopnih 
testov in testa, razvitega na Univerzi v Leuvnu v Belgiji, ki ni komercialno dostopen) za 
določanje najnižje serumske koncentracije infliksimaba pri bolnikih s kronično vnetno 
črevesno boleznijo.  
- Ugotoviti medsebojno primerljivost dveh testov ELISA (komercialno dostopnega in testa 
z Univerze v Leuvnu, ki ni komercialno dostopen) za določanje koncentracije protiteles 
proti infliksimabu pri bolnikih s kronično vnetno črevesno boleznijo.    
 
Hipoteze: 
Za laboratorijski del smo zastavili dve hipotezi:  
- Hipoteza 1: Testa Lisa-Tracker Duo Infliximab in test apDia Infliximab ELISA med 
seboj primerljivo določita nivo infliksimaba, rezultati so primerljivi rezultatom belgijskega 
testa UHL ELISA (University Hospitals of Leuven – UHL).  
 
- Hipoteza 2: Testa Lisa-Tracker Duo Infliximab in UHL ELISA primerljivo določita nivo 
protiteles proti infliksimabu. 
 
Za klinični del smo zastavili še štiri hipoteze: 
- Hipoteza 3: Nivoji infliksimaba, izmerjeni z vsemi tremi testi, korelirajo z označevalci 
vnetja CRP, fekalnim kalprotektinom in endoskopsko remisijo.   
 
- Hipoteza 4: Nivoji protiteles proti infliksimabu, izmerjeni z dvema testoma, obratno 
sorazmerno korelirajo z  vrednostmi CRP.   
 
- Hipoteza 5: Višji nivoji infliksimaba, izmerjeni s tremi testi, in odsotnost protiteles proti 
infliksimabu, izmerjena z dvema testoma, so povezani z večjo možnostjo, da bo bolnik 
ostal na terapiji z infliksimabom.  
 
- Hipoteza 6: Možnost, da bo bolnik skozi čas terapije ohranil enake ali povišal nivoje 
infliksimaba, je večja, če ima bolnik na začetku terapije zaznavne oz. višje nivoje 
infliksimaba in če nima protiteles proti infliksimabu oz. so ta prisotna v nižji koncentraciji 
(< 8 µg/mL).   
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1  KRONIČNA VNETNA ČREVESNA BOLEZEN 
 
Kronična vnetna črevesna bolezen je bolezen prebavil, za katero je značilno nekontrolirano 
vnetje v prebavni cevi, ki lahko vodi v odpoved organa. Poteka kronično s pogostimi 
zagoni bolezni in vmesnimi obdobji remisije (Smrekar, 2010). Med KVČB uvrščamo 
Crohnovo bolezen in ulcerozni kolitis, kadar pa ni mogoče ločiti med tema dvema 
oblikama (10–15 % bolnikov), govorimo o neklasificiranem kolitisu (Guindi in Riddell, 
2004). CB lahko prizadene katerikoli del gastrointestinalnega trakta, medtem ko je pri UK 
prizadeto le debelo črevo (Malchow in sod., 1987). Incidenca in prevalenca bolezni sta 
večji v razvitejših delih sveta, večji na severu Evrope kot na jugu, bolezen je pogostejša v 
urbanem okolju kot na podeželju. Incidenca UK je v zahodni Evropi od 3 do 15 bolnikov 
na 100 000 prebivalcev, za CB pa od 1 do 10 bolnikov na 100 000 prebivalcev (Duricova 
in sod., 2014). Starostni vrh pojavljanja KVČB je med 20. in 40. letom starosti (Friedman 
in Blumberg, 2015).   
    
2.2  ETIOPATOGENEZA KRONIČNE VNETNE ČREVESNE BOLEZNI 
 
Etiopatogeneza KVČB ni popolnoma jasna. Pri nastanku bolezni imajo pomembno vlogo 
genetski in okoljski dejavniki ter motnje v uravnavanju imunskega odziva (Basso in sod., 
2014).  
 
2.2.1 Genetski dejavniki 
 
O pogostejšem pojavljanju KVČB znotraj družin so prvič poročali leta 1930 (Russell in 
Satsangi, 2004), pozitivna družinska anamneza pa ostaja glavni neodvisni dejavnik 
tveganja za bolezen (Baumgart in Carding, 2007). Višja incidenca bolezni je opazna 
predvsem pri enojajčnih dvojčkih in sorodnikih prvega reda ter pri nekaterih etničnih 
skupinah – Judi imajo 3–4 krat višjo indicenco bolezni (Orholm in sod., 2000; Yang in 
sod., 1993). S patogenezo bolezni so povezani številni genetski polimorfizmi: spremembe 
v TLR (angl. Toll-like receptors) so povezane s povečano dovzetnostjo za KVČB, genetske 
variacije v NLR (angl. nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-like  receptors) 
pa s povečanim tveganjem za razvoj CB (De Jager in sod., 2007, Hugot in sod., 2001). 
Prva genetska modifikacija, ki so jo povezali z nastopom KVČB, so bili polimorfizmi v 
okrepitveni domeni kaspaze NOD 2, ki vsebuje protein 15 (CARD 15) (Hugot in sod., 
2001). Genomske študije so odkrile več kot 160 alelnih variant, ki so povezane s povečano 
nagnjenostjo za nastanek bolezni (Cho in Brant, 2011). 
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2.2.2 Črevesna mikrobiota in motnje v uravnavanju imunskega odziva  
 
Pri nastanku KVČB je pomembna mikrobiota, saj genetsko dovzetni posamezniki 
najverjetneje izgubijo imunsko toleranco za komenzalne bakterije, posledica česar je 
aktivno kronično vnetje (Fiorucci in sod., 2002). Bolniki s KVČB imajo zaradi napake v 
sluznični barieri povečano prepustnost črevesne sluznice. Luminalne bakterije zato lahko 
pridejo v stik z imunskimi celicami v črevesni steni in povzročajo stalno vnetno aktivnost 
(Basso in sod., 2014; Chassaing in Darfeuille–Michaud, 2011).        
 
Številne študije so pokazale, da je glavni razlog za nastanek KVČB izguba bakterijske 
raznovrstnosti, ki ji rečemo disbioza (Tamboli in sod., 2004). Bolniki s KVČB imajo v 
primerjavi z zdravim človekom v črevesju manj anaerobnih bakterij iz rodov Bacteroides 
in Eubacterium ter vrste Lactobacillus (deblo Firmicutes) (Ott in sod., 2004). Bakterije iz 
debla Firmicutes so producenti metabolitov kratkoverižnih maščobnih kislin, ki imajo 
protivnetno vlogo v črevesu (Furusawa in sod., 2013).  
 
Pri bolnikih s KVČB sta aktivna tako prirojeni kot pridobljeni imunski sistem. Ker 
genetsko dovzetni posamezniki niso zmožni tolerančnega odziva na neškodljive znotraj 
črevesne antigene bakterij, aktivirajo celice T (Sartor, 2006). Aktivirane celice T začnejo 
izločati citokine, ki spodbudijo makrofage k izločanju velikih količin TNF-α, interlevkina 
1 (IL-1) in interlevkina 6 (IL-6). Poleg nepravilnega pridobljenega imunskega odziva, pa je 
napačno reguliran tudi prirojeni imunski odziv, za kar so lahko odgovorne dendritične 
celice (DC), ki reagirajo na komenzalne bakterije. Sledi povečana aktivacija makrofagov 
zaradi naravnih celic ubijalk (angl. natural killer cells - NK), ki izločajo provnetne citokine 
ter z neposrednim citotoksičnim učinkom uničujejo tkiva (Baumgart in Carding, 2007).   
 
2.2.3 Okoljski dejavniki 
 
Okoljski dejavniki lahko vplivajo na sestavo črevesne mikrobiote. Posledica sprememb v 
prehrani in toksinov iz okolja je lahko pojav novih intraluminalnih antigenov (Novak in 
sod., 2014). Zaradi višje incidence KVČB v zahodnih  razvitih državah sveta (Kanada, EU, 
ZDA) ter zaradi naraščanja indicence KVČB v državah v razvoju, sklepamo, da so pri tem 
pomembni dejavniki okolja, povezani z izboljšanjem socialno-ekonomskega položaja, 
izboljšanimi higienskimi razmerami in spremenjeno prehrano (Vatn, 2012). Izboljšanje 
higiene in posledična manjša izpostavitev mikroorganizmom naj bi vodila do intestinalne 
disbioze (Koloski in sod., 2008).  
 
Vpliv na povišano tveganje za CB naj bi imelo tudi kajenje (Cosnes in sod., 2001), medtem 
ko naj bi kajenje imelo zaščitno vlogo pri UK (Lindberg in sod., 1988). Rezultati in vivo 
študij kažejo, da nikotin zavira delovanje celic T pomagalk tipa 2, ki prevladujejo pri UK 
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in nima učinka na celice T pomagalke tipa1, ki prevladujejo pri CB (Madretsma in sod., 
1996).  
     
2.3  KLINIČNA SLIKA KRONIČNE VNETNE ČREVESNE BOLEZNI 
 
Klinična slika KVČB je odvisna od lokalizacije, obsega in intenzivnosti vnetja (Smrekar, 
2010). Zaradi pestrosti klinične slike lahko od začetnih simptomov do postavitve diagnoze 
mine od nekaj mesecev do nekaj let. Klinično se bolezen lahko izraža s splošnimi znaki 
vnetja, resnost simptomov pa je odvisna od razširjenosti bolezni (Pernat Drobež, 2014). 
UK in CB imata nekatere skupne znake, npr. diareja, kri v blatu in bolečine v trebuhu, 
medtem ko se glede na mesto in intenzivnost vnetja razlikujeta (Kim in Cheon, 2017).   
 
Slika 1: Nekaj razlik med ulceroznim kolitisom in Crohnovo boleznijo (QuIBD, 2016) 
 
2.3.1 Ulcerozni kolitis  
 
UK je kronična bolezen, pri kateri je vedno prizadet rektum, vnetje pa se lahko razširi tudi 
na preostale dele debelega črevesa. Omejeno je le na sluznico črevesa. Značilni simptomi 
zanj so krvava driska z ali brez sluzi, krvavitve iz rektuma, pogosto odvajanje 
krvavkastega sluzavega blata, krčevite bolečine v trebuhu, lažni poziv na blato, povišana 
telesna temperatura, slabokrvnost in hujšanje (Pernat Drobež, 2014). UK poteka v nekaj 
tedenskih ali nekaj mesečnih zagonih krvavih drisk, remisije pa lahko trajajo tudi več let. 
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Približno 67 % bolnikov ima v 10 letih od postavitve diagnoze vsaj en zagon vnetja. Pri 
manjšem odstotku bolnikov kljub zdravljenju ne moremo doseči stalne remisije. Pri več 
kot 20 % bolnikov se v 5 letih po postavitvi diagnoze, vnetje razširi (Solberg in sod, 2009). 
Glede na razširjenost bolnike z UK razvrstimo po Montrealski klasifikaciji (Silverberg in 
sod., 2005):  
 
Preglednica 1: Razvrstitev ulceroznega kolitisa - Montrealska klasifikacija (Silverberg in sod., 2005) 
E1 ulcerozni proktitis: prizadeta sluznica rektuma 
E2 levostranski ulcerozni kolitis: prizadeta sluznica distalno od lienalne fleksure 
E3 razširjen ulcerozni kolitis: prizadeta slutnica proksimalno od lienalne fleksure 
 
Za opredelitev aktivnosti vnetja pri UK, ki je nujna za izbiro pravilnega zdravljenja, 
obstaja več kliničnih indeksov. Najpogosteje uporabljamo Montrealsko klasifikacijo 
(Satsangi in sod., 2006).  
 
Preglednica 2:  Opredelitev ulceroznega kolitisa glede na težo bolezni - Montrealska klasifikacija (Satsangi in 
sod., 2006) 
 blago potekajoči UK zmerno potekajoči UK težko potekajoči UK 
odvajanje mehkejšte/tekoče blato, 
do 4x dnevno 
tekoče, krvavo-sluzasto 
blato > 4x dnevno 
krvavo-sluzasto blato > 6x dnevno, 
krčevite bolečine v trebuhu 
znaki odsotni splošni znaki 
vnetja 
rahlo povišana telesna 
temperatura, blagi 
sistemski znaki vnetja, 
rahle bolečine v trebuhu 
močno izraženi sistemski znaki 
vnetja s telesno temperaturo > 
37,5 °C, tahikardija, izgubljanje 
vode, elektrolitov in krvi – 
izsušenost,  anemija, hujšanje, 
hipoalbuminemija 
 
 
2.3.2 Crohnova bolezen  
 
CB je kronična bolezen, ki lahko prizadene katerikoli del prebavne cevi od ustne votline do 
anusa. Značilni simptomi so bolečine v trebuhu, dlje časa trajajoča driska, simptomi, ki so 
posledica zapletov. Med splošnimi simptomi so utrujenost, ki je posledica kroničnega 
vnetja ali anemije, hujšanje zaradi malabsorbcije (pomanjkanja vitaminov in mineralov, 
anemija, elektrolitske motnje) ali zmanjšanega vnosa hrane zaradi strahu pred bolečinami 
ter rahlo povišana telesna temperatura kot posledica vnetja v črevesu ali nastajanja 
zapletov (Pernat Drobež, 2014). Ponavadi je CB napredujoča bolezen, ki poteka s 
ponavljajočimi se vnetnimi zagoni in vodi v črevesne zaplete: stenoze (zožitve črevesa), 
abscese (vnetje se omeji na črevesno steno in razširi v ognojek oz. abces), fistule (vnetje se 
širi skozi vse plasti črevesne stene in prodre v sosednje organe, med njimi pa nastane 
nenormalna povezava oz. fistula). Za boljše poznavanje naravnega poteka bolezni 
primerjamo skupine bolnikov, ki so opredeljene s kliničnimi, molekularnimi in serološkimi 
značilnostmi. Verjetno so najmočnejši napovednik naravnega poteka in zapletov CB 
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klinične značilnosti (Louis in sod., 2010), ki jih opredeljuje Montrealska klasifikacija 
(Satsangi in sod., 2006).  
 
Preglednica 3: Razvrstitev Crohnove bolezni - Montrealska klasifikacija (Satsangi in sod., 2006) 
starost ob postavitvi 
diagnoze 
A1 < 17 let 
A2 17–40 let 
A3 > 40 let 
lokalizacija L1 vnetno dogajanje v terminalnem ileumu 
L2 vnetna prizadetost kolona 
L3 vnetna prizadetost ileuma in kolona 
L4 vnetna prizadetost kjerkoli v zgornji prebavni cevi 
tip vnetnega izražanja B1 vnetje omejeno le na sluznico 
B2 stenozirajoča oblika - prisotnost stenoz in pre-stenotičnih razširitev 
črevesa in/ali kliničnih znakov pasažnih ovir   
B3 penetrirajoča oblika z vnetnim tumorjem, intra-abdominalnimi 
fistulami in/ali abscesi  
 
Starost bolnika ob postavitvi diagnoze je povezana s potekom bolezni, saj študije kažejo, 
da mlajši kot so bolniki ob začetku težav, težji bo potek bolezni (Loly in sod., 2008). 
Naslednji kriterij je lokalizacija, ki se običajno ne spreminja, nasprotno pa se tip vnetnega 
izražanja s trajanjem bolezni spreminja. Ob postavitvi diagnoze ima stenoze in/ali fistule 
26 % bolnikov, po petih letih 48 % in po 10 letih 70 % bolnikov (Louis in sod., 2001).  
 
2.4  DIAGNOSTIKA KRONIČNE VNETNE ČREVESNE BOLEZNI  
 
Glavni simptom KVČB je kronična driska s krvjo ali brez krvi. Pri nekrvavi driski so 
najpomembnejši vzroki pankreatična insuficienca, celiakija, kolorektalni sindrom ter 
nekatere virusne in parazitske okužbe. Pri krvavi driski posumimo na KVČB, Behcetovo 
bolezen, infekcije (Campylobacter, Salmonella, Shigella, enterohemoragična Escherichia 
coli, Clostridium difficile, Entoameba histolytica), intestinalno tuberkulozo, virusne 
okužbe, kolorektalni karcinom (Nikolaus in Schreiber, 2007).  
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2.4.1 Endoskopske in histološke preiskave 
 
V diagnostiki sta najpomembnejši endoskopija in histologija. Glede na endoskopske 
značilnosti lahko velikokrat med sabo ločimo UK in CB. Ob prvi endoskopski preiskavi 
naredimo vsaj dve biopsiji iz petih delov debelege črevesa vključno z ileumom. S 
patohistologijo lahko potrdimo bolezen, ločimo med posameznimi oblikami KVČB, 
vidimo stopnjo aktivnosti vnetja in morebitno displazijo pri dolgoletni bolezni (Magro in 
sod., 2013). 
 
2.4.2 Laboratorijske preiskave  
 
Pri bolnikih z že ugotovljeno boleznijo so v pomoč pri nadaljnji obravnavi bolnika 
laboratorijske preiskave. Z njimi pridobimo pomembne podatke o splošnem stanju bolnika, 
vnetni aktivnosti in uspešnosti zdravljenja (Smrekar, 2010). S krvnimi preiskavami 
ugotavljamo aktivnost vnetja, na kar kaže večje število levkocitov in trombocitov ter višje 
vrednosti označevalcev akutnega vnetja: C-reaktivnega proteina (CRP) in hitrosti 
sedimentacije eritrocitov (angl. sedimentation rate – SR). CRP in SR sta občutljivejša 
označevalca vnetja pri CB kot pri UK (Beattie in sod., 1995). Na akutno vnetje v črevesu 
kaže tudi fekalni kalprotektin - beljakovina, ki se sprošča iz aktiviranih vnetnih celic 
(nevtrofilcev, monocitov in makrofagov). Z določitvijo fekalnega kalprotektina lahko 
ločimo KVČB od sindroma razdražljivega črevesja (Nikolaus in Schreiber, 2007).      
 
2.4.3 Rentgenske slikovne preiskave 
 
V diagnostiki, predvsem za ugotavljanje zapletov KVČB, uporabljamo tudi rentgensko 
slikovno diagnostiko: pregledno sliko trebuha, magnetno resonančno enterografijo in CT 
enteroklizo (Friedman in Blumberg, 2015).  
 
2.5  ZDRAVLJENJE KRONIČNE VNETNE ČREVESNE BOLEZNI  
 
Do nedavnega je bil cilj zdravljenja KVČB vzpostavitev in vzdrževanje klinične remisije 
oz. stanja odsotnosti simptomov bolezni. Zaradi spoznanja, da lahko patološki proces 
vnetja poteka kljub odsotnosti kliničnih simptomov bolezni (Pariente in sod., 2011), je cilj 
zdravljenja postala popolna zaustavitev vnetnih procesov v sluznici prebavne cevi oz. 
zacelitev sluznice (klinična, laboratorijska in endoskopska remisija bolezni) (Pernat 
Drobež, 2014).  
 
Zdravljenje vključuje indukcijo remisije in vzdrževanje remisije. Zdravila, ki jih 
uporabljamo, so: aminosalicilati, lokalni in sistemski kortikosteroidi, imunosupresivi in 
biološka zdravila. Ob zapletih KVČB uporabljamo antibiotike (metronidazol in 
ciprofloksacin), včasih pa je potrebno tudi operativno zdravljenje (Dignass in sod., 2010). 
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Uveljavljena sta dva pristopa k zdravljenju -  stopenjski (angl. step-up) in agresivnejši 
(angl. top-down). Pri stopenjskem pričnemo zdravljenje z aminosalicilati oz. 
kortikosteroidi in kasneje preidemo na imunosupresive ali biološka zdravila, če je to 
potrebno. Nasprotno se agresivnejše zdravljenje, za katerega se odločimo v primeru težko 
potekajoče KVČB, prične z biološkimi zdravili in dodatkom imunosupresivov. Z 
zgodnejšo uporabo imunosupresivov in bioloških zdravil je povezano doseganje globoke 
remisije. Želimo si, da bolniki ne bi bili zdravljeni s premajhno dozo zdravila in da ne bi 
predolgo ostali na kortikosteroidih, hkrati pa ne želimo zaradi premočnega zdravljenja 
bolnikov izpostavljati stranskim učinkom zdravila, brez pozitivnih učinkov na bolnika 
(Rogler, 2013). Rezultati raziskav pri bolnikih, ki so postali neodvisni od kortikosteroidov, 
kažejo, da je 60 % bolnikov, ki so v začetku dobivali IFX in imunosupresiv azatioprin 
(AZA), v 26. tednu bilo v klinični remisiji. Med bolniki, ki so v začetku dobivali 
kortikosteroide in kasneje AZA, pa je bilo v klinični remisiji v 26. tednu 41 % bolnikov. 
Agresivnejši pristop k zdravljenju bi tako lahko bil primernejši za zdravljenje bolnikov, ki 
bi sicer potrebovali zdravljenje s kortikosteroidi (Hommes in sod., 2006).  
 
V Sloveniji smo na podlagi smernic Evropske organizacije za Crohnovo bolezen in kolitis 
(ECCO) in objavljenih algoritmov zdravljenja (Panaccione in sod., 2008) razvili dva 
algoritma za zdravljenje UK in CB. 
 
 
Slika 2: Algoritem za zdravljenje Crohnove bolezni (Ferkolj, 2014: 41) 
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Slika 3: Algoritem za zdravljenje ulceroznega kolitisa (Ferkolj, 2014: 41) 
 
2.5.1 Aminosalicilati  
 
Aminosalicilati (ASA) so ena od najstarejših skupin zdravil, ki do danes ostaja v uporabi 
pri zdravljenju KVČB. Vsebujejo zdravilno učinkovino 5-aminosalicilno kislino (5-ASA), 
ki zavira izražanje citokinov (npr. TNF-α). Najpogosteje sta v uporabi zdravili sulfasalazin 
(bakterije ga v debelem črevesu razcepijo v sulfapiridin in 5-ASA) in mesalazin (čista, 
nevezana 5-ASA) (Yan in Brent Polk, 1999; Williams in sod., 2011). ASA so učinkoviti 
pri indukciji in vzdrževanju remisije pri bolnikih z blago do zmerno obliko UK in CB, 
medtem ko za zdravljenje CB ileuma niso učinkoviti (Williams in sod., 2011).  
 
2.5.2 Kortikosteroidi  
 
Kortikosteroide uporabljamo pri zmerni do hudi obliki KVČB, pogosto so zdravilo izbora 
pri izvenčrevesnih simptomih KVČB. Uporabljamo jih za zdravljenje akutnih zagonov, za 
vzdrževanje remisije pa zaradi številnih stranskih učinkov (imunosupresija, pojav 
oportunističnih okužb, tanjšanje kože, arterijska hipertenzija, prerazporeditev maščob iz 
periferije v centralni del, osteoporoza, steroidna sladkorna bolezen) niso primerni. Eden od 
stranskih učinkov je tudi zastoj rasti, zato kortikosteroide pri otrocih uporabljamo le v 
najnujnejših primerih (Stein in Hanauer, 2000; Dale in Haylett, 2009). Zdravilo, ki ga kot 
prvo izbiro uporabljamo za indukcijo klinične remisije pri CB, je visoko učinkovit 
sistemski kortikosteroid metilprednizolon (Dignass in sod., 2010). Posebna oblika 
kortikosteroidov je budezonid (topikalni kortikosteroid), ki je v primerjavi z 
metilprednizolonom manj učinkovit, vendar je zaradi manjšega števila stranskih učinkov 
primeren za zdravljenje blage oblike CB, predvsem kadar je CB omejena na terminalni 
ileum in cekum (Seow in sod., 2008; Rutgeerts in sod., 1994). Po indukciji remisije s 
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sistemskimi kortikosteroidi običajno bolnik preide na vzdrževalno zdravljenje z 
imunosupresivi ali biološkimi zdravili (Martinez-Montiel, 2015), pri polovici bolnikov z 
UK in tretjini bolnikov s CB, ki prenehajo s kortikosteroidi, pa po 1 letu od začetka terapije 
s kortikosteroidi sledi operacija (Faubion in sod., 2001).    
 
2.5.3 Imunosupresivi  
 
Imunosupresivi so zdravila, ki jih uporabljamo za vzdrževanje remisije KVČB, medtem ko 
za indukcijo remisije niso primerni, saj je učinek njihovega delovanja viden šele po 3–6 
mesecih (Smrekar, 2010). Najpogosteje sta v uporabi tiopurinska imunosupresiva 
azatioprin (AZA) in 6-merkaptopurin (6-MP) (Thomas in sod., 2004). Uporabljamo ju pri 
bolnikih, ki so odporni na kortikosteroide ali pa pri bolnikih, ki imajo od kortikosteroidov 
odvisno KVČB, saj naj bi tiopurinski imunosupresivi pri teh bolnikih znižali potrebo po 
kortikosteroidih (sprožijo celjenje sluznice in bolniki dosežejo ter vzdržujejo klinično 
remisijo kljub temu, da ne dobivajo kortikosteroidov) (Ardizzone in sod., 2006). Pri 
zdravljenju KVČB uporabljamo tudi druge vrste imunosupresivov, npr. metotreksat 
(MTX) in redkeje ciklosporin (Chan in Cronstein, 2013). MTX je učinkovit pri zdravljenju 
bolnikov s CB, ki so odporni ali se ne odzovejo na tiopurinske imunosupresive (Suarez in 
sod., 2012) in tistih, ki imajo od kortikosteroidov odvisno CB (Feagan in sod., 2000).   
 
2.5.4 Biološka zdravila  
 
Biološka zdravila so običajno namenjena bolnikom, ki se na standardno zdravljenje (5-
ASA, kortikosteroidi, imunosupresivi) ne odzovejo ali ob tem razvijejo hude stranske 
učinke. Z uvedbo bioloških zdravil se je močno spremenil način zdravljenja KVČB, saj le 
ta tarčno delujejo na nekatere molekule, ki so povezane s potekom bolezni. Najpogosteje 
so v uporabi biološka zdravila, katerih tarča je dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-α). 
Med zaviralce TNF-α sodijo infliksimab, ki je bilo leta 1998 prvo s strani Ameriške 
agencije za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration – FDA) odobreno 
biološko zdravilo (Kornbluth, 1998), adalimumab, cetrolizumab pegol in golimumab 
(Rutgeerts in sod., 2009). Trenutno so v Evropi za zdravljenje KVČB potrjena biološka 
zdravila infliksimab, adalimumab, golimumab ter vedolizumab, ki ni anti-TNF. 
Potencialne tarče bioloških zdravil so tudi določene molekule, ki sodelujejo v procesih 
adhezije levkocitov, polarizacije celic T pomagalk tipa 1, aktivacije T celic, aktivacije 
jedrnega transkripcijskega faktorja NF-κB (Ardizzone in Bianchi Porro, 2005).  
 
Obdobje terapevtskih protiteles je prineslo nove priložnosti za varno in učinkovito 
zdravljenje. Redna terapija z IFX vodi do endoskopske zacelitve sluznice, izboljša 
kvaliteto življenja ter zmanjša število hospitalizacij in operacij (Lichtenstein in sod., 2005). 
Uvedba terapevtskih protiteles pa je prinesla tudi nove izzive, kot so določanje doziranja 
zdravila, določanje tarč, na katere naj zdravilo deluje ter izvajanje kliničnih poskusov 
(Sofia in Rubin, 2017). 
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Odločitve o uvedbi biološke terapije v Sloveniji sprejemata Konzilij za KVČB v UKC 
Ljubljana in Konzilij za KVČB v UKC Maribor. O primernosti uvedbe biološke terapije se 
odloča pri bolnikih, pri katerih je konvencionalno zdravljenje neučinkovito, pri tistih, ki 
imajo kontraindikacije za konvencionalno zdravljenje, pri bolnikih s kortikosteroidno 
odvisnostjo ali pri bolnikih po operaciji v primeru neuspešnega predhodnega 
konvencionalnega zdravljenja (Ferkolj, 2014).  
  
2.6  INFLIKSIMAB   
 
2.6.1 Vloga TNF-α pri KVČB   
 
TNF-α je provnetni citokin, ki ima pomembno vlogo pri nastanku KVČB (Targan in sod., 
1997). V običajnih koncentracijah pripomore k boljši obrambi gostitelja pred okužbami, v 
visokih koncentracijah pa povzroča preobilno vnetje. V primeru KVČB se TNF-α v 
prizadetih tkivih prekomerno izraža, čemur sledijo številni patogeni učinki (Tracey in sod., 
2008). TNF-α, ki ga izločajo aktivirani monociti, makrofagi in limfociti T, stimulira 
črevesne makrofage, nevtrofilce, fibroblaste in epitelne celice, ki začnejo izločati vnetne 
citokine, čemur sledi migracija efektorskih celic (makrofagov, citotoksičnih limfocitov T, 
celic NK) na mesto vnetja (Sartor, 1994). Provnetna vloga TNF-α se kaže v povečani 
produkciji interlevkina 1β (IL-1β), interlevkina 6 (IL-6), ekspresiji adhezijskih molekul, 
proliferaciji fibroblastov in koagulacijskih faktorjev ter inhibiciji apoptoze (Sanchez-
Muñoz in sod., 2008). Povišano število celic, ki izločajo TNF-α, so našli v vzorcih biopsij 
črevesja bolnikov s KVČB (Breese in sod., 1994). V tkivih bolnikov s CB so celice, ki 
izločajo TNF-α našli globoko v lamini proprii in podsluznici, pri bolnikih z UK pa je bila 
večina TNF-α v subepitelijskih makrofagih (Murch in sod., 1993).  
 
TNF-α se iz celic sprošča kot topni citokin (sTNF-α), po tem, ko je bil z encimom TACE 
(TNF-α-converting enzyme) odcepljen iz membransko vezanega prekurzorja (tmTNF-α). 
Tako sTNF-α kot tmTNF-α se vežeta s specifičnimi receptorji (TNFR1 in TNFR2) na 
povrišini nekaterih celic – TNFR1 se nahaja na vseh celicah, razen na eritrocitih, medtem 
ko se TNFR2 nahaja na endotelijskih in hematopoetskih celicah. Po vezavi TNF-α na 
TNFR1 sledi apoptoza, po vezavi TNF-α na TNFR2 pa se aktivira jedrni transkripcijski 
faktor NF-κB ter posledično geni, ki imajo vlogo pri nastanku in vzdrževanju vnetja 
črevesja. Kadar se TNFR2 ali antagonist TNF-α veže na celično površino tmTNF-α, pa se 
sproži aktivacija obratne poti in sicer pride do zaustavitve sproščanja citokinov ali 
apoptoze celic, iz katerih se sprošča TNF- α (Tracey in sod., 2008).  
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Slika 4: Mehanizem delovanja TNF-α (Tracey in sod., 2008: 249) 
 
Zaradi ugotovitve, da je TNF-α ključni citokin v patogezeni KVČB, je postal tarča 
bioloških zdravil (Papadakis in Targan, 2000).   
 
2.6.2 Zgradba in delovanje infliksimaba 
 
Infliksimab je himerno monoklonsko protitelo razreda IgG1, ki vsebuje 75 % človeške in 
25 % mišje sekvence. Človeška sekvenca predstavlja konstantno regijo, mišja pa variabilno 
(Sandborn in Hanauer, 1999).   
 
 
Slika 5: Zgradba inflikimaba (Tracey in sod., 2008: 255) 
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IFX je zaviralec TNF-α in zmanjšuje vnetje tako, da veže tmTNF-α in sTNF-α, s čimer 
prepreči vezavo TNF-α na receptorje TNFR1 in TNFR2. Posledično je zavrto sproščanje 
številnih provnetnih citokinov (Nielsen in Ainsworth, 2013). IFX z vezavo na membransko 
vezani TNF-α sproži apoptozo vnetnih celic (Ardizzone in Bianchi Porro, 2005).   
 
2.6.3 Serumska koncentracija infliksimaba  
 
Serumska koncentracija oz. serumski nivo zdravila je najnižja koncentracija zdravila v 
serumu, izmerjena tik pred naslednjo infuzijo zdravila. Kljub temu, da so si podatki o tem, 
kolikšen nivo IFX je povezan z najboljšo kontrolo vnetja pri bolnikih s KVČB, različni, 
vemo, da so nizki nivoji IFX povezani s slabšim kliničnim izidom bolezni. Na podlagi 
raziskav zaenkrat velja, da so z vzdrževanjem ugodnega kliničnega izida bolezni med 
vzdrževalno terapijo povezani bolnikovi nivoji IFX znotraj intervala 3–7 µg/mL (Vande 
Casteele in sod., 2015). Rezultati raziskave, narejene na Kliničnem oddelku za 
gastroenterologijo, UKC Ljubljana, kažejo na to, da so z najboljšo kontrolo vnetja, glede 
na vnetna označevalca CRP in fekalni kalprotektin ter rezultate kolonoskopije, povezani 
nivoji IFX > 7 µg/mL (Drobne in sod., 2016).  
 
2.6.4 Protitelesa proti infliksimabu  
 
Glavna omejitev pri zdravljenju z IFX je razvoj protiteles proti IFX pri nekaterih bolnikih, 
do česar pride zaradi imunogenega potenciala mišje variabilne regije v IFX (Knight in 
sod., 1993). ATI inaktivirajo IFX in pospešujejo njegovo izpiranje, posledica česar so nizki 
nivoji IFX in zgodnejša prekinitev zdravljenja z IFX (Vande Casteele in sod., 2015b). ATI 
so povezani z manjšo učinkovitostjo zdravljenja (Baert in sod, 2003) in s povečanim 
tveganjem za infuzijsko reakcijo (Sofia in Rubin, 2017). Tveganje za razvoj ATI 
zmanjšamo s pravilnim doziranjem IFX, saj je dokazano, da lahko premajhen odmerek IFX 
povzroči tvorbo ATI (Mulleman in sod., 2009) in s sočasno terapijo z imunomodulatorji 
(Hanauer in sod., 2002). Določanje ATI s testi ELISA predstavlja problem, saj ob 
prisotnosti IFX v vzorcu ne moremo določiti prisotnih ATI (Gils, 2017).  
 
2.6.5 Farmakokinetika infliksimaba 
 
Eden od razlogov za slab odziv oz. izgubo odzivnosti na delovanje IFX je njegova 
farmakokinetika. Rezultati raziskav kažejo, da je občasno zdravljenje manj učinkovito kot 
redno vzdrževalno zdravljenje (Rutgeerts in sod., 2004). Bolniki dobijo IFX kot 
intravenozno infuzijo v odmerku 5 mg/kg telesne mase (TM) v tednih 0, 2 in 6 
(indukcijska terapija), nato sledi vzdrževalna terapija z odmerkom IFX 5 mg/kg TM vsakih 
8 tednov (Rutgeerts in sod., 2009). K nizkim serumskim koncentracijam IFX poleg ATI 
prispevata tudi visoko vnetno breme ter izpiranje zdravila (Brandse in sod., 2016), ki je 
posledica visokih koncentracij TNF-α, nizkih koncentracij albumina v serumu in izgub 
IFX z blatom (Yarur in sod., 216; Fasanmade in sod., 2010; Brandse in sod., 2015).   
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Slika 6: Farmakokinetični model IFX ob odsotnosti ATI (Wolbink, 2009: 23) 
 
  
Slika 7: Farmakokinetični model IFX ob prisotnosti ATI (Wolbink, 2009: 24) 
 
2.6.6 Optimizacija doziranja zdravila  
 
Nivoje infliksimaba v serumu bolnikov lahko spremljamo in jih primerjamo z biološkimi, 
kliničnimi in endoskopskimi odgovori bolnika. Trenutno veljavna doktrina je, da so cilj 
bolnikovi nivoji IFX znotraj intervala 3–7 µg/mL (Vande Casteele in sod., 2015a). 
 
Cilj spremljanja koncentracije zdravila tekom terapije je zaznati bolnike, ki so primerni za 
zmanjšanje ali povečanje odmerka zdravila, prenehanje z zdravljenjem, preklop na 
biološko zdravilo istega ali drugega razreda ali preklop na biološko podobna zdravila. 
Poznavanje koncentracije zdravila in protiteles proti zdravilu omogoča, da odmerek 
zdravila prilagajamo tako, da vzdržujemo oz. ponovno dobimo želeni odziv bolnika na 
zdravilo. Nekateri bolniki se na zdravljenje z IFX ne odzovejo (primarno neodzivni 
bolniki) oz. se na zdravljenje sčasoma ne odzivajo več (sekundarno neodzivni bolniki). 
Učinkovitost IFX lahko izboljšamo, če ločimo primarno neodzivne bolnike od tistih, ki 
med indukcijsko fazo niso bili izpostavljeni zadostni količini IFX. Zato pri bolnikih, ki 
imajo sicer zaznavne, a nizke nivoje IFX in hkrati ne dosežejo remisije, po indukcijski fazi 
sledi povečanje odmerka IFX, saj so verjetno bili izpostavljeni premajhnemu odmerku 
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zdravila. Bolniki, ki imajo nivoje IFX znotraj terapevtskih vrednosti, a ne odgovorijo na 
zdravilo (ni izboljšanja kliničnih znakov in simptomov), so resnično primarno neodzivni na 
IFX (neodzivnost pripisujemo bolezni, ki ni vodena s TNF-α) in preklopijo na biološko 
zdravilo drugega razreda. Bolniki s sekundarno izgubo odzivnosti so sprva odgovarjali na 
zdravilo, vendar so kasneje, kljub povečani dozi zdravila ali zmanjšanem intervalu med 
infuzijama, na zdravilo postali neodzivni. Eden glavnih razlogov za to je nastanek ATI 
(Gils, 2017). TDM za bolnike, ki so izgubili odzivnost, upošteva, da bolniki z visokimi titri 
ATI verjetno ne bodo odgovorili na povišanje doze IFX ter da se bolniki s terapevtskimi 
koncentracijami IFX in izgubo odzivnosti verjetno ne bodo odzvali na biološko zdravilo z 
istim mehanizmom delovanja (Yanai in sod., 2015; Afif in sod., 2010; Steenholdt in sod., 
2015). ATI niso navzkrižno reaktivni z biološkimi zdravili istega razreda (npr. z 
adalimumabom), zato bolniki z ATI lahko preklopijo na adalimumab, vendar obstaja večje 
tveganje, da bo bolnik tudi proti drugemu biološkemu zdravilu razvil protitelesa 
(Frederiksen in sod., 2014). Bolniki z ATI ne smejo biti preklopljeni na biološko podoben 
IFX, saj ATI prepoznajo tudi biološko podoben IFX (Ben-Horin in sod., 2016).  
 
Preglednica 4: Prikaz optimizacije zdravljenja z IFX 
stanje optimizacija zdravljenja 
bolniki v remisiji TL IFX > 7 µg/mL zmanjšanje doze IFX 
terapevtske vrednosti TL 
IFX (3–7 µg/mL) + 
odsotnost ATI 
možnost preklopa na biološko podobna 
zdravila 
bolniki z nizkimi/prehodnimi ATI povečanje doze IFX, zmanjšanje 
intervala med doziranjem ali dodatek 
imunomodulatorja 
bolniki s trajnimi ATI preklop na drugo biološko zdravilo 
istega ali drugega razreda 
bolniki z nezadostno izpostavljenostjo IFX (TL IFX < 3 
µg/mL) 
povečanje doze IFX 
primarno neodzivni bolniki na IFX preklop na biološko zdravilo drugega 
razreda 
bolniki s sekundarno izgubo odzivnosti na IFX preklop na biološko zdravilo drugega 
razreda 
 
Biološko podobno zdravilo je zelo podobno, a ne enako refrenčnemu biološkemu zdravilu. 
Med njima ni klinično pomembnih razlik v učinkovitosti in varnosti (Sofia in Rubin, 
2017). Trenutno so potrjena 3 biološko podobna zdravila z zdravilno učinkovino 
infliksimab. Biološko podobna zdravila so 20–34 % cenejša kot originalno zdravilo (Gils, 
2017).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1  PREISKOVANCI  
 
V študijo je bilo skupno vključenih 38 bolnikov s KVČB, s ki so bili v času vzorčenja na 
vzdrževalni terapiji z IFX. Bolniki so bili s Kliničnega oddelka za gastroenterologijo, UKC 
Ljubljana. Pregledali smo elektronske klinične izvide bolnikov ter pridobili podatke o 
spolu, starosti ob postavitvi diagnoze, starosti ob prvi infuziji IFX, fenotipu bolezni (CB, 
UK), vrednosti CRP, vrednosti fekalnega kalprotekina, endoskopski aktivnosti bolezni, 
odmerkih IFX, telesni masi bolnikov ter končnemu statusu bolnika (nadaljuje s terapijo z 
IFX/prenehal s terapijo z IFX) ob koncu našega opazovanja.  
 
Pri laboratorijskem delu hipotez (hipotezi 1 in 2) smo v raziskavo skupno vključili 28 
bolnikov. Za 1. hipotezo smo s testom apDia izmerili koncentracije infliksimaba v 16 
vzorcih seruma, ki so pripadali 14 različnim bolnikom, s testom Lisa-Tracker pa v 18 
vzorcih seruma, ki so pripadali 16 različnim bolnikom (od dveh bolnikov smo imeli po dva 
različna vzorca seruma, ki sta bila odvzeta ob različnih časih tekom zdravljenja). Za 2. 
hipotezo smo koncentracijo protiteles proti infliksimabu s testom Lisa-Tracker izmerili v 
15 različnih vzorcih, ki so pripadali 14 različnim bolnikom (od enega bolnika smo imeli 
dva različna vzorca, ki sta bila odvzeta ob različnih časih tekom zdravljenja).  
 
Pri kliničnem delu hipotez (hipoteze 3, 4, 5 in 6) smo poleg predhodno omenjenih 28 
bolnikov vključili še 10 drugih bolnikov, katerim so na Inštitutu za mikrobiologijo in 
imunologijo izmerili nivoje infliksimaba s testom Lisa-Tracker ob prvem preizkušanju 
novega testa, ki je bilo pred našo raziskavo. Dodatne vzorce smo vključili zaradi potreb v 
kliničnem delu raziskave, saj številni vzorci, ki smo jih vključili v analize pri 1. in 2. 
hipoztezi, niso imeli izmerjenih želenih označevalcev vnetja in so posledično bili 
neuporabni pri kliničnem delu hipotez. Tako smo pri testiranju kliničnih hipotez v analize 
vključili tiste vzorce, za katere smo imeli vse potrebne podatke.    
 
3.1.1 Demografski podatki  
 
Med preiskovanci je bilo 18 moških in 20 žensk. 20 preiskovancev ima CB, 16 UK, za 2 
bolnika pa nimamo podatka, katero od oblik KVČB imata. V povprečju so bili bolniki s 
CB ob postavitvi diagnoze stari 23,8 let (najmlajši bolnik je imel 14 let, najstarejši 57 let), 
bolniki z UK pa so imeli ob postavitvi diagnoze v povprečju 31,9 let (najmlajši je imel 9 
let, najstarejši 58 let).  
 
3.1.2 Zdravljenje preiskovancev z infliksimabom 
 
Bolniki Kliničnega oddelka za gastroenteroligijo, UKC Ljubljana, ki se jim uvede 
zdravljenje z infliksimabom, zdravljenje pričnejo z odmerkom 5 mg/kg TM. IFX dobivajo 
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v obliki intravenske infuzije, ki bolniku teče v žilo približno dve uri. Začetni fazi 
zdravljenja pravimo indukcijska faza in poleg začetnega odmerka bolnik prejme IFX v 
odmerku 5 mg/kg TM še v 2. in 6. tednu po prvem odmerku. Sledi vzdrževalna faza, v 
kateri bolnik prejme infuzijo IFX v odmerku 5 mg/kg TM vsakih 8 tednov (prva infuzija v 
vzdrževalni fazi je torej v 14. tednu po začetnem odmerku).   
 
Za 31 preiskovancev imamo hkrati podatek, pred koliko leti so dobili diagnozo za KVČB 
in podatek, kdaj so dobili prvo infuzijo IFX. V povprečju je ta sledila 8,3 leta po postavitvi 
diagnoze, a se pojavljajo velike razlike, odvisne od časa diagnoze bolnika. Med njimi je 
bilo 11 takšnih, ki so bili diagnosticirani pred 5 ali manj leti. Ti bolniki so prvo infuzijo 
IFX dobili v prvem letu po postavitvi diagnoze (2 bolnika), po enem letu od postavitve 
diagnoze (5 bolnikov), oz. dve ali tri leta po postavitvi diagnoze (4 bolniki). 8 
preiskovancev je zbolelo pred 5-10 leti, prvo infuzijo IFX pa so bolniki dobili v prvem letu 
(1 bolnik), po enem letu (1 bolnik), po 4 letih (1 bolnik), po 5 letih (2 bolnika), po 6 letih 
(1 bolnik), po 7 letih (1 bolnik) in po 8 letih (1 bolnik) od postavitve diagnoze. 12 
preiskovancev je zbolelo pred več kot 10 leti. Največ časa od postavitve diagnoze do 
začetka terapije z IFX je minilo pri bolnikih, ki so bili diagnosticirani največ časa nazaj – 
bolniki, ki so zboleli pred 36, 35, 29, 24, 21, 19 oz. 17 leti, so  na IFX prešli po 29, 33, 22, 
22, 14, 18 oz. 17 letih od postavitve diagnoze. Bolnika, ki sta zbolela pred 14 oz. 13 leti, 
sta prvo infuzijo IFX dobila 10 oz. 12 let kasneje, 2 leti pa sta od diagnoze do terapije z 
IFX minili pri bolniku, zbolelem pred 12 leti in pri dveh bolnikih, zbolelih pred 11 leti.  
 
3.1.3 Etični vidiki  
 
Vsi bolniki so s podpisom privolili v raziskavo. Vse informacije, ki smo jih pridobili v 
okviru raziskave, so anonimne in niso bile osebno razpoznavne v javnosti dostopnih 
analizah. Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko je na seji 13. maja 2014 
ocenila, da je raziskava etično sprejemljiva in s tem podala soglasje (št. 45/5/14). 
 
3.2  METODE ZA DOLOČANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ 
INFLIKSIMABA (HIPOTEZA 1) 
 
Bolnikom smo določali najnižje serumske koncentracije infliksimaba. Gre za meritev, ki je 
izvedena v času tik pred naslednjo aplikacijo zdravila. Neodvisno od kliničnega stanja 
bolnika, meritve potekajo dvakrat letno oz. se po potrebi izvedejo pogosteje. Določanje 
nivojev IFX še ni del redne klinične prakse, saj ni popolnoma jasno, kolikšen nivo IFX je 
povezan z najboljšo kontrolo vnetja. Glede na rezultate raziskav trenutno velja, da so z 
najboljšim kliničnim izidom bolezni povezani nivoji IFX znotraj intervala 3–7 µg/mL. 
Spremljanje nivojev IFX tako omogoča optimizacijo zdravljenja (Vande Casteele in sod., 
2015a). 
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Slika 8: Algoritem doziranja IFX glede na nivoje IFX, izmerjene z UHL (Vande Casteele, 2015a: 1321) 
 
 
V raziskavi smo kvantitativno določali IFX (Remicade®, anti-TNF-α) z dvema 
komercialno dostopnima testoma ELISA – s testom apDia Infliximab ELISA in s testom 
Lisa-Tracker Duo Infliximab. Rezultate smo najprej statistično primerjali med seboj ter z 
rezultati testa z Univerze v Leuvnu, ki smo jih pridobili na Kliničnem oddelku za 
gastroenterologijo. S testom apDia smo nivoje IFX izmerili 16 različnim vzorcem. Prav 
tako smo istim 16 vzorcem izmerili nivoje IFX s testom Lisa-Tracker, pri čemer smo 
nivoje IFX z Lisa-Tracker poleg v zgoraj omenjenih 16 vzorcih, izmerili še v 2 dodatnih 
vzorceih, zaradi prostora na mikrotitrski ploščici (MTP). Za vseh 18 vzorcev smo pridobili 
podatek o nivojih IFX, izmerjenih z UHL.     
 
3.2.1 Test apDia Infliximab ELISA 
 
Na mikrotitrsko ploščico, na katero je nanešen TNF-α, smo nanesli kalibratorje, kontrole in 
redčene vzorce bolnikov. Sledila je inkubacija, med katero se je IFX specifično vezal na 
TNF-α, nanešen na trdnem nosilu. V naslednjem koraku smo s s spiranjem odstranili 
nevezane serumske proteine, v jamicah MTP pa so ostali kompleksi antigen-protitelo. 
Kompleks smo zaznali s specifičnim monoklonskim protitelesom (clone 6B7), ki je 
usmerjen proti IFX in označen s peroksidazo. S spiranjem smo odstranili nevezane 
konjugate, nato dodali kromogeno raztopino, ki vsebuje tetrametilbenzidin in vodikov 
peroksid in MTP inkubirali. Medtem se je razvila modra barva, katere intenzivnost je bila 
sorazmerna količini vezanega imunskega kompleksa v jamicah. Encimsko reakcijo smo 
zaustavili z dodatkom 0,5 M H2SO4 ter izmerili absorbanco pri valovni dolžini 450 nm. S 
pridobljenimi podatki o vrednostih absorbanc kalibratorjev, katerih koncentracijo IFX smo 
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poznali, smo dobili standardno krivuljo, iz katere smo nato določili koncentracije IFX v 
vzorcih serumov (apDia, 2015).   
 
3.2.1.1 Reagenti in pripomočki 
 
Preglednica 5: Reagenti in pripomočki uporabljeni pri testu apDia Infliximab ELISA (apDia, 2015) 
komponente ime + simbol 
1 × mikrotitrska plošča (12 × 8 vdolbinic) prevlečene vdolbinice  
(Precoated Strips) 
MTP 
vdolbinice prevlečene s človeškim TNF-α 
6 × viala, 1300 μL, pripravljene za uporabo kalibrator  
(Calibrator) 
CAL N    
vsaka viala vsebuje kalibratorsko raztopino z N sledečimi vrednostmi: CAL0: 
0 ng/mL; CAL5: 5 ng/mL; CAL10: 10 ng/mL; CAL20: 20 ng/mL; CAL60: 
60 ng/mL: CAL120: 120 ng/mL 
1 × viala, 1300 μL, pripravljena za uporabo pozitivna kontrola 1 
 (Positive Control 1) 
CTL1 
viala vsebuje pozitivno kontrolo za IFX s koncentracijo 3 ng/mL 
1 × viala, 1300 μL, pripravljena za uporabo pozitivna kontrola 2  
(Positive Control 2) 
CTL2  
viala vsebuje pozitivno kontrolo za IFX s koncentracijo 7 ng/mL 
1 × 100 mL steklenica za razredčenje vzorca Razredčevalna raztopina 
(Sample Diluent) 
DILSAM  
proteinski vzorec 
1 × 12 mL steklenica, pripravljena za uporabo  konjugat  
(Conjugate) 
CONJ 
1 × viala, vsebuje specifična anti-IFX monoklonska protitelesa (clone 6B7) 
označena s peroksidazo 
1 × 12 mL viala, pripravljena za uporabo kromogena raztopina 
(Chromogen Solution) 
CHROM 
viala vsebuje raztopino substrata (H2O2) in kromogena (tetrametilbenzidin) 
1 × 50 mL steklenica, 20 × koncentrirano spiralna raztopina 
 (Wash Solution) 
Wash 20× 
vsebuje detergent v pufrni raztopini fosfata 
1 × 6 mL steklenica, pripravljena za uporabo raztopina za prekinitev 
reakcije  
(Stop Solution) 
STOP 
vsebuje 0,5 M H2SO4 
2 × pokrivalo mikrotitrske plošče - 
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3.2.1.2 Protokol apDia Infliximab ELISA   
 
Ravnanje z vzorci 
Uporabili smo vzorce seruma, ki smo jih odtajali, saj so bili zamrznjeni. Lahko smo jih 
hranili pri temperaturi 2–8 °C, 3–4 dni. Vzorce smo pred nanosom na MTP redčili po 
navodilih (apDia, 2015).  
 
Priprava reagentov 
- Priprava spiralne raztopine: 50 mL koncentrirane spiralne raztopine smo razredčili z 
destilirano vodo do 1000 mL. Pripravljeno spiralno raztopino smo lahko hranili en mesec 
pri temperaturi 2–8 °C, koncentrirano spiralno raztopino pa tudi pri višji temperaturi.  
 
- Vzorci: Vzorci so bili odvzeti v vzdrževalni fazi, zato smo jih redčili 1:100. Če bi bili 
vzorci serumov odvzeti v indukcijski fazi, pa bi jih bilo potrebno redčiti 1:400. Vzorce smo 
redčili s pripravljeno spiralno raztopino (apDia, 2015).  
 
Osnovna navodila 
Pri prenašanju vzorcev seruma smo za vsak vzorec uporabljali nov nastavek za pipeto, da 
smo se izognili kontaminaciji med vzorci. Reagente smo pred uporabmo hranili na sobni 
temperaturi. Pri mešanju reagentov smo morali biti previdni, da ni nastala pena. Postopek 
testa je moral biti izveden od začetka do konca, brez prekinitev. Pri postopku spiranja smo 
uporabljali priporočen avtomatski ELISA spiralec (apDia, 2015). 
 
Postopek testa 
- Odpipetirali smo 100 µL raztopine kalibratorjev, kontrol in redčenih vzorcev v vdolbince 
na MTP.  
- MTP smo inkubirali 60 +/– 2 min na 37 °C (+/– 2 °C). 
- Postopek spiranja: z avtomatskim spiralcem smo popolnoma izpraznili (izsesali vsebino) 
jamice MTP ter vanje dodali 350–400 µL pripravljene spiralne raztopine. Spiranje smo 
ponovili še dvakrat, kar pomeni, da smo MTP skupno spirali trikrat. Po končanem 
postopku spiranja smo izsesali vsebino iz jamic, za popolno odstranitev vsebine pa smo 
MTP obrnili ter jo rahlo tapkali na vpojni papir.  
- Dodali smo 100 μL raztopine konjugata in inkubirali MTP 30 +/– 2 min na 37 °C (+/–
 2°C). 
- Ponovili smo postopek spiranja.  
- Dodali smo 100 µL kromogene raztopine in inkubirali MTP 10 +/– 1 min na 37 °C (+/–
 2°C) v temi. 
- Dodali smo 50 µL raztopine za prekinitev reakcije, ki je vsebovala 0,5 M H2SO4.  
- V roku 30 min smo izmerili absorbanco pri valovni dolžini 450 nm (apDia, 2015).  
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Rezultati 
Pri določanju koncentracije IFX v vzorcih smo morali upoštevati faktor redčenja, prav tako 
smo morali faktor redčenja upoštevati pri izračunu koncentracije IFX v pozitivnih 
kontrolah. Vrednosti kalibratorjev so bile izražene v ng/mL, vrednosti kontrol in vzorcev 
pa smo po upoštevanju faktorja redčenja, izrazili v µg/mL. Pri redčenju 1:100, naj bi test 
zaznal koncentracije IFX med 0,5 µg/mL in 12 µg/mL. 
 
Izmerjene vrednosti absorbanc 5 kalibratorjev smo nanesli na y-os, poznane koncentracije 
pa na x-os, tako da smo dobili standardno krivuljo. Za določitev koncentracije IFX v 
vzorcih smo uporabili vrednost absorbance vzorca (y-os) in jo glede na kalibracijsko 
krivuljo interpolirali na x-os. Vrednost, ki smo jo dobili, smo pomnožili s faktorjem 
redčenja.  
 
Za veljavnost rezultatov testa, so morali biti izpolnjeni nekateri kriteriji: 
- Vrednost absorbance ničelnega kalibratorja (CAL0) < 0,080. 
- Vrednost absorbance najvišjega kalibratorja (CAL5) > 1,400. 
- Vrednost koncentracije prve pozitivne kontrole (CTL1) = 3 µg/mL, območje 2–4 µg/mL. 
- Vrednost koncentracije druge pozitivne kontrole (CTL2) = 7 µg/mL, območje 5–
10 µg/mL (apDia, 2015).   
 
3.2.2 Test Lisa-Tracker Duo Infliximab  
 
Na MTP, na katero je nanešen TNF-α, smo nanesli standarde, redčeno kontrolo in redčene 
vzorce. Med inkubacijo se je IFX specifično vezal na TNF-α, nevezane serumske proteine 
pa smo nato s spiranjem odstranili. Dodali smo z biotinom označena protitelesa proti 
humanim protitelesom razreda IgG, ki so usmerjena proti IFX in po inkubaciji nevezana 
protitelesa sprali. Sledil je dodatek streptavidina, označenega s hrenovo peroksidazo. 
Streptavidin se je vezal z biotinom na kompleksu anti-IgG-IFX. Po inkubaciji smo jamice 
sprali in s tem odstranili nevezane konjugate. Dodali smo kromogeni substrat 
tetrametilbenzidin, ki je v času inkubacije zaradi hrenove peroksidaze oksidiral. Pri tem se 
je razvila modra barva, katere intenzivnost je bila sorazmerna količini vezanega imunskega 
kompleksa v jamicah (oz. količini IFX v vzorcih). Encimsko reakcijo smo zaustavili z 
dodatkom 0,25 M H2SO4, čemur je sledila meritev abosrbance pri valovni dolžini 450 nm. 
S standardi, katerih koncentracijo IFX smo poznali in katerih absorbanco smo izmerili, 
smo dobili standardno krivuljo, iz katere smo določili koncentracije IFX v vzorcih 
serumov (Theradiag, 2014).   
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3.2.2.1 Reagenti in propomočki 
 
Preglednica 6: Reagenti in pripomočki uporabljeni pri testu Lisa-Tracker Duo Infliximab – določanje IFX 
(Theradiag, 2014) 
komponente simbol 
jamice individualnih odcepljenih modrih jamic, prevlečenih s 
TNFα (6 × 8 vdolbinic) 
  
5x viala 1,5 mL, standardne koncentracije IFX (μg/mL), 
pripravljene za uporabo; viale imajo moder pokrovček, količina 
IFX je zapisana na oznaki viale 
 
INF CAL n 
1x viala 250 μL, pozitivna kontrola (μg/mL), pred uporabo mora 
biti redčena; viala ima moder pokrovček, količina IFX je zapisana 
na oznaki viale 
 
INF CONTROL + 
1x viala 7,5 mL, z biotinom označena protitelesa, pripravljena za 
uporabo, moder pokrovček 
 
INF Ab BIOT 
1x viala 12 mL, konjugat: streptavidin označen s hrenovo 
peroksidazo, pripravljen za uporabo, zelen pokrovček 
 
 
CONJ HRP 
1x 100 mL, raztopina za spiranje: Fosfatni-Tween pufer (10x), pH 
= 7,2, potrebno razredčiti z destilirano vodo, bel pokrovček 
 
BUF WASH 10x 
1x viala, 12 mL, substrat: TMB, pripravljen za uporabo, črn 
pokrovček 
 
 
SUBS TMB 
1x 15 mL, raztopina za prekinitev reakcije – 0,25 M  H2SO4, 
pripravljena za uporabo, vijoličen pokrovček   
 
SOLN STOP 
 
3.2.2.2 Protokol Lisa-Tracker Duo Infliximab – določanje TL IFX 
 
Ravnanje z vzorci 
Za izvedbo testa smo uporabili vzorce seruma. Vzorce, ki so bili pred testom več kot 6 
mesecev zamrznjeni, in vzorce, ki so bili motni, smo pred uporabo centrifugirali. Vzorce 
smo redčili navodilih (Theradiag, 2014).  
 
Stabilnost in shranjevanje 
Reagente in jamice MTP smo hranili pri 2–8 °C v originalni embalaži, neuporabljene 
jamice pa nato shranili v plastični vrečki s sušilom. Takoj po uporabi smo elemente vrnili 
na 2–8 °C (Theradiag, 2014).      
 
Priprava reagentov 
- Reagente smo vsaj pol ure pred uporabo odpakirali in jih segreli na sobno temperaturo 
(18–25 °C).  
- Vsi reagenti so morali biti pripravljeni v času izvajanja testa, razen TDL, ki je bil lahko 
pripravljen vnaprej.  
MP 
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- Redčitveni in spiralni pufer (TDL): Koncentrirani TDL (10x) smo redčili 1:10 z 
destilirano vodo. Redčeni TDL je obstojen 3 mesece pri 2–8 °C.  
- Vzorci in pozitivna kontrola: Redčili smo 1:101 v razredčenem TDL, nato smo 
vorteksirali.     
- Biotinilirana protitelesa in hrenova peroksidaza: ocenili smo volumen, ki smo ga 
potrebovali in  ga prenesli v epruveto. 
- Substrat (TMB): ocenili smo volumen, ki ga potrebujemo in ga prenesliv zatemnjeno 
epruveto (Theradiag, 2014). 
  
Postopek testa    
- Odpipetirali smo 100 µL raztopine standardov (ST5 do ST1), redčene kontrole in 
redčenih vzorcev.  
- MTP smo inkubirali 60 min pri sobni temperaturi (18–25 °C).  
- Postopek spiranja: z avtomatskim spiralcem smo trikrat spirali jamice MTP s 300 µL 
TDL. Z vakuumsko črpalko smo izpraznili jamice, popolno odstranitev vsebine pa dosegli 
z rahlim tapkanjem MTP na vpojni papir. 
- Dodali smo 100 μL specifičnih biotiniliranih protiteles in inkubirali MTP 60 min pri 
sobni temperaturi (18–25 °C). 
- Ponovili smo postopek spiranja.  
- Dodali smo 100 μL raztopine konjugata in inkubirali MTP 30 min pri sobni temperaturi 
(18–25 °C). 
- Ponovili smo postopek spiranja.  
- Dodali smo 100 μL substrata in inkubirali 15 min v temi pri sobni temperaturi (18–
25 °C).  
- Dodali smo 100 µL raztopine za prekinitev reakcije, ki vsebuje 0,25 M H2SO4.  
- V roku 30 min smo izmerili absorbanco pri valovni dolžini 450 nm (Theradiag, 2014). 
 
Rezultati 
Izmerjene vrednosti absorbanc 5 standardov smo nanesli na y-os, pripadajoče poznane 
koncentracije (μg/mL) pa na x-os. S pomočjo standardov smo prikazali krivuljo polinoma 
4. stopnje, iz katere smo glede na izmerjeno absorbanco direktno odčitali koncentracijo 
IFX v vzorcu. Dobljeno vrednost smo pomnižili s faktorjem redčenja. S testom lahko 
zaznamo koncentracije IFX med 0,1 in 8 µg/mL. 
 
Za veljavnost rezultatov testa, so morali biti izpolnjeni nekateri kriteriji: 
- Vrednost absorbance standarda 1 (ST1) ≥ 0,8. 
- Vrednost koncentracije IFX v pozitivni kontroli mora biti v območju, zapisanem na viali 
(Theradiag, 2014). 
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3.3  METODE ZA DOLOČANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ PROTITELES 
PROTI INFLIKSIMABU (HIPOTEZA 2) 
 
V klinični praksi se protitelesa proti infliksimabu določa bolnikom, ki imajo nezaznavne 
serumske koncentracije infliksimaba (< 0,30 µg/mL). Eden od vzrokov za nizke serumske 
koncentracije IFX so protitelesa proti IFX, ki pospešujejo izpiranje zdravila in 
nevtralizirajo delovanje IFX. V raziskavi smo kvantitativno določili koncentracije ATI s 
testom Lisa-Tracker Duo Infliximab v 15 različnih vzorcih, ki so pripadali 14 bolnikom. 
Naše rezultate smo primerjali z rezultati, ki so jih v istih vzorcih izmerili na Univerzi v 
Leuvnu, kamor se trenutno pošilja vzorce serumov, za katere na Kliničnem oddelku za 
gastroenterologijo želijo pridobiti podatke o koncentracijah IFX in koncentracijah ATI.  
 
3.3.1 Test Lisa-Tracker Duo Infliximab  
 
V jamice MTP, prekrite z IFX, smo nanesli standarde, redčeno kontrolo in redčene vzorce. 
Med inkubacijo so se protitelesa anti-IFX v bolnikovem vzorcu vezala z IFX na nosilcu. S 
spiranjem smo odstranili nevezane serumske proteine. Dodali smo z biotinom označen 
IFX, ki je usmerjen proti anti-IFX, in po inkubaciji sprali biotiniliran IFX, ki se ni vezal. 
Sledil je dodatek streptavidina, označenega s hrenovo peroksidazo. Streptavidin se je vezal 
z biotinom na kompleksu IFX-anti-IFX. Po inkubaciji smo s spiranjem odstranili nevezane 
konjugate in dodali substrat tetrametilbenzidin. Med inkubacijo je substrat zaradi hrenove 
peroksidaze oksidiral in pojavila se je modra barva, katere intenzivnost je bila sorazmerna 
količini vezanega imunskega kompleksa v jamicah (oz. količini ATI v bolnikovem 
vzorcu). Encimsko reakcijo smo zaustavili z dodatkom 0,25 M H2SO4 in izmerili 
abosrbanco pri valovni dolžini 450 nm. S standardi, katerih koncentracijo ATI smo poznali 
in katerih absorbanco smo izmerili, smo dobili standardno krivuljo, iz katere smo določili 
koncentracije ATI v vzorcih seruma (Theradiag, 2014).   
 
3.3.1.1 Reagenti in propomočki  
 
Preglednica 7: Reagenti in pripomočki uporabljeni pri testu Lisa-Tracker Duo Infliximab – določanje ATI 
(Theradiag, 2014) 
komponente simbol 
jamice individualnih odcepljenih rumenih jamic, prevlečenih z IFX 
(6 × 8 vdolbinic) 
  
5x viala 1,5 mL, standardne koncentracije ATI (ng/mL), 
pripravljene za uporabo; viale imajo rumen pokrovček, količina 
ATI je zapisana na oznaki viale 
 
A-INF CAL n 
1x viala 1 mL, pozitivna kontrola (ng/mL), pred uporabo mora biti 
redčena; viala ima rumen pokrovček, količina ATI je zapisana na 
oznaki viale 
 
A-INF CONTROL + 
1x viala 7,5 mL, z biotinom označen IFX, pripravljena za uporabo, 
rumen pokrovček 
 
A-INF Ab BIOT 
 
MP 
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Nekatere komponente testa Lisa-Tracker Duo Infliximab so skupne pri testu za določanje 
IFX in testu za določanje ATI: konjugat (streptavidin označen s hrenovo peroksidazo), 
raztopina za spiranje (Fosfatni-Tween pufer (10x)), substrat (TMB) ter raztopina za 
prekinitev reakcije (0,25 M H2SO4)  (Theradiag, 2014).    
 
3.3.1.2 Protokol Lisa-Tracker Duo Infliximab – določanje ATI 
 
Testa za določanje nivojev infliksimaba in ATI lahko izvedemo ločeno ali sočasno. Če 
uporabljamo avtomatski spiralec in testa izvajamo sočasno, na MTP najprej nanesemo 
vzorce, katerim želimo izmeriti nivoje IFX in nato tiste, ki jim želimo izmeriti ATI. 
Ravnanje z vzorci ter stabilnost in shranjevanje sta pri obeh testih enaka, prav tako je 
enaka priprava skupnih komponent testa. Razlika je v redčenju vzorca in kontrole – pri 
testu za zaznavanje ATI oboje redčimo 1:2. Postopek je bil pri obeh testih enak, le da smo 
uporabili druge standarde, pozitivno kontrolo, vzorce in biotinilirana protitelesa. Veljala 
sta enaka kriterija za veljavnost testa, kot pri določanju TL IFX (Theradiag, 2014).      
 
Zaradi velike občutljivosti testa, a ozkega območja, v katerem lahko kvantitativno 
določimo ATI  (s testom zaznamo koncentracije ATI v območju 10–200 ng/mL), smo 
vzorce dodatno redčili, saj smo poznali koncentracije ATI (µg/mL) v naših vzorcih, ki so 
bile izmerjene z UHL ELISO. Želeli smo izbrati pravo redčitev, da naši vzorci s testom 
Lisa-Tracker ne bi imeli koncentracij na zgornji meji občutljivosti testa, a hkrati ne preveč 
razredčiti vzorca, saj bi tako dobili lažno negativne rezultate. V prvi izvedbi testa smo 11 
vzorcev redčili 1:100, 3 vzorce, ki so imeli z UHL nezaznavne ATI (< 1 µg/mL) smo 
redčili 1:100 in 1:10, 1 vzorec pa smo redčili po protokolu – 1:2. Po posvetovanju s 
proizvajalcem, ki nam je zagotovil, da je pri dodatnem redčenju zelo dober linearni odziv 
testa vsaj do redčitve 1:64, smo test izvedli ponovno. Tokrat smo 12 vzorcev redčili 1:32, 3 
vzorce, ki so imeli z UHL nezaznavne ATI (< 1 µg/mL), pa smo redčili 1:32 ter 1:16.       
 
Rezultati 
Izmerjene vrednosti absorbanc 5 standardov smo nanesli na na y-os, pripadajoče poznane 
koncentracije (ng/mL) pa na x-os. S pomočjo standardov smo prikazali standardno 
(polinomsko) krivuljo, iz katere smo glede na izmerjeno absorbanco, direktno odčitali 
koncentracijo ATI (ng/mL) v vzorcu. Dobljeno vrednost smo pomnožili s faktorjem 
redčenja (Theradiag, 2014). Pri faktorju redčenja smo morali upoštevati, da je redčenje po 
protokolu 1:2, zato smo v primeru redčitve 1:10, naš dobljeni rezultat pomnožili s 
faktorjem 5, v primeru redčitve 1:16 s faktorjem 8, v primeru redčitve 1:32 s faktorjem 16 
in pri redčenju 1:100 dobljeni rezultat pomnožili s faktorjem 50. Rezultat smo izrazili v 
µg/mL.  
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3.4  POSTOPEK ZA UGOTAVLJANJE POVEZAVE MED SERUMSKIMI 
KONCENTRACIJAMI INFLIKSIMABA IN VNETNIMI OZNAČEVALCI 
(HIPOTEZA 3) 
 
Za ugotavljanje povezave med nivoji IFX in označevalcem vnetja CRP pri vseh treh testih 
za določanje nivojev IFX, smo bolnike s KVČB razdelili na štiri kvartile: bolniki z 
nezaznavni nivoji IFX, z nivoji IFX < 3 µg/mL, z nivoji IFX 3–7 µg/mL in z nivoji IFX > 
7 µg/mL pri testih UHL in Lisa-Tracker, pri testu apDia pa med vzorci nismo imeli 
nobenega z nezaznavnimi nivoji IFX, zato smo tu bolnike razdelili le na ostale tri skupine. 
Nato smo pogledali, koliko bolnikov ima v vsaki od skupin povišan CRP in koliko 
bolnikov ima CRP v mejah normale ter primerjali rezultate. V analizo smo vključili tudi 
primerjavo CRP pri bolnikih z zaznavnimi nivoji IFX  in nezaznavnimi nivoji IFX.   
 
Na enak način smo primerjavo naredili tudi za fekalni kalprotektin, ki je prav tako vnetni 
označevalec. Ker smo s testom apDia imeli premalo vzorcev, ki bi imeli izmerjen fekalni 
kalprotektin, smo naredili analize le za ostala dva testa. Podobno kot pri CRP, smo 
primerjali tudi vrednosti fekalnega kalprotektina pri bolnikih z zaznavnimi in 
nezaznavnimi nivoji IFX.  
 
Da bi ugotovili povezavo med nivoji IFX in rezultati endoskopije, smo bolnike, ki so imeli 
izmerjene nivoje IFX z UHL in katerim smo izmerili nivoje IFX z Lisa-Tracker ter so 
imeli z endoskopijo določeno aktivnost bolezni, razdelili na dve skupini – na tiste, ki so 
imeli v času merjenja nivojev IFX endoskopsko aktivno bolezen in tiste, ki so bili v 
obdobju remisije. Analiz za test apDia nismo naredili, saj je premalo vzorcev imelo 
podatek o rezultatih endoskopije.   
 
3.5  POSTOPEK ZA UGOTAVLJANJE POVEZAVE MED SERUMSKIMI 
KONCENTRACIJAMI PROTITELES PROTI INFLIKSIMABU IN C-
REAKTIVNIM PROTEINOM (HIPOTEZA 4) 
 
Za ugotavljanje povezave med koncentracijo protiteles proti infliksimabu in CRP pri obeh 
testih za določanje protiteles proti infliksimabu (hipoteza 4), smo bolnike, ki smo jim 
izmerili ATI, razdelili na dve skupini – tiste, ki so imeli prisotne ATI in tiste, ki niso imeli 
prisotnih ATI. Primerjali smo vrednosti CRP v obeh skupinah pri obeh testih.  
 
3.6  POSTOPEK ZA NAPOVED IZHODA BOLEZNI (HIPOTEZA 5) 
 
Da bi ugotovili, ali nivo IFX in prisotnost protiteles proti IFX vplivata na izhod bolezni 
(hipoteza 5), smo bolnike glede na nivo IFX razdelili na dve skupini – na tiste, ki so imeli 
zaznavne nivoje IFX in na tiste, ki so imeli nezaznavne nivoje IFX.  Za vsakega bolnika 
smo pridobili podatek, kdaj je prvič dobil infuzijo IFX ter v primeru ukinitve infuzije 
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pridobili podatek, kdaj se je to zgodilo. Tako smo za vsakega bolnika izračunali čas od 
prve infuzije do ukinitve oz. pri bolnikih, ki so do konca našega spremljanja še vedno 
prejemali IFX, izračunali čas od prve infuzije IFX do konca opazovanja. Izhod bolnikov 
smo analizirali z analizo preživetja (metoda Kaplan–Meier, test Log-rank) ter primerjali 
izhod bolnikov v vsaki od skupin. Vključili smo tudi bolnike z izmerjenimi ATI. Analizo 
smo naredili za testa UHL in Lisa-Tracker, saj smo pri testu apDia imeli premalo vzorcev 
za analizo.  
 
3.7  POSTOPEK ZA NAPOVED OHRANJANJA VISOKIH SERUMSKIH 
KONCENTRACIJ INFLIKSIMABA (HIPOTEZA 6) 
 
Želeli smo ugotoviti, ali bodo pri bolnikih nivoji IFX in ATI v določeni časovni točki (to), 
napovedni dejavnik za ohranitev teh nivojev skozi čas (definirani v časovni točki t1). V 
analizo smo vključili 20 bolnikov, ki so imeli nivoje IFX izmerjene v dveh različnih 
časovnih točkah. V prvem delu analize 6. hipoteze smo ugotavljali, kakšen napovedni 
dejavnik za nivoje IFX v času t1 so nivoji IFX v času t0. Pri tem smo bolnike razdelili na tri 
skupine, glede na nivoje IFX v času t0, določenimi z UHL – bolniki z nezaznavnimi nivoji 
IFX, z nivoji IFX < 3 µg/mL in z nivoji IFX > 3 µg/mL. Za vsakega bolnika smo 
pogledali, kako se mu je med časom t0 in t1 spremenil odmerek IFX ter kako nivo IFX in 
primerjali rezultate v vseh treh skupinah. V drugem delu analize 6. hipoteze smo 
ugotavljali vpliv ATI, določenih z obema testoma, v času t0 na spremembo v nivojih IFX, 
določenimi z UHL, od časa t0 do časa t1. Pri testu UHL smo bolnike razdelili na tri skupine, 
glede na nivoje ATI v času t0 – bolniki z nezaznavnimi ATI, z ATI < 8 µg/mL in z ATI > 8 
µg/mL ter pogledali, kako so se v vsaki od skupin spreminjali nivoji IFX, določeni z UHL, 
od časa t0 do časa t1. Podobno smo naredili pri testu Lisa-Tracker, le da smo bolnike 
razdelili na dve skupini – bolniki z zaznavnimi ATI in z nezaznavnimi ATI. 
 
3.8  STATISTIČNE METODE 
 
Za rezultate, ki smo jih podali glede na območja (skupine), smo izračunali mediane, razlike 
pa testirali z Mann-Whitneyevim U testom.   
 
S pomočjo analize preživetja (metoda Kaplan-Meier in test Log-rank) smo ugotavljali: 
- vpliv zaznavnih oz. nezaznavnih nivojev IFX, izmerjenih s testom z UHL in s testom 
Lisa-Tracker Duo Infliximab,  na izhod bolezni 
- vpliv zaznavnih ATI, ATI < 8 µg/mL in ATI > 8 µg/mL, izmerjenih s testom UHL, na 
izhod bolezni 
- vpliv zaznavnih oz. nezaznavnih ATI, izmerjenih s testom Lisa-Tracker Duo Infliximab, 
na izhod bolezni     
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3.9  DEFINICIJE 
 
Nezaznavne TL IFX smo pri testu UHL definirali  kot TL IFX < 0,30 µg/mL. Nezaznavne 
TL IFX smo pri testu apDia definirali kot TL IFX < 0,50 µg/mL. Nezaznavne TL IFX smo 
pri testu Lisa-Tracker definirali kot TL IFX < 0,10 µg/mL.  
 
Nezaznavne ATI smo pri testu UHL definirali kot ATI < 1 µg/mL. Nizke ATI smo pri 
testu UHL definirali kot ATI < 8 µg/mL, visoke ATI pa kot ATI > 8 µg/mL. Prisotne ATI 
smo pri testu Lisa-Tracker definirali kot vse ATI, ki jih test zazna ( > 0,000).     
 
Normalni CRP smo definirali kot CRP ≤ 5 mg/L, povišani pa CRP > 5 mg/L.Normalni 
fekalni kalprotektin smo definirali kot fekalni kalprotektin ≤ 100 mg/kg, povišani fekalni 
kalprotektin pa > 100 mg/kg.  
 
Aktivnost bolezni smo določili z rezultati endoskopije, ki je bila narejena najbližje času 
odvzema bolnikovega vzorca. Pri oceni aktivnosti UK smo upoštevali endoskopsko 
točkovanje Mayo, pri čemer endoskopska ocena 0 pomeni normalno sluznico, ocena 1 
blago obliko bolezni (eritem, zabrisana žilna slika), ocena 2 zmerno obliko bolezni (brez 
vidnega žilja, erozije, krhkost, močnejši eritem) ter ocena 3 hudo obliko bolezni 
(ulceracije, spontane krvavitve). Kot endoskopsko remisijo smo upoštevali oceni 0 in 1, 
kot aktivno bolezen pa oceni 2 in 3 (Paine, 2014).  
 
Pri oceni aktivnosti CB pa smo upoštevali točkovanje glede na kriterije iz študije SONIC - 
endoskopsko remisijo smo definirali kot odsostnost ulkusov, aktivno bolezen pa kot 
prisotnost ulkusov (Ferrante in sod., 2013).  
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4 REZULTATI  Z RAZPRAVO 
 
4.1  DOLOČANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ INFLIKSIMABA IN 
PRIMERLJIVOST MED TREMI TESTI (HIPOTEZA 1) 
 
4.1.1 Določanje TL IFX s testom apDia Infliximab ELISA 
 
Z encimsko-imunskim testom apDia Infliximab ELISA smo določili koncentracije 
infliksimaba v 16 vzorcih seruma bolnikov. Pri testu smo uporabili 5 raztopin kalibratorjev 
z vrednostmi CAL0 = 0 ng/mL, CAL5 = 5 ng/mL, CAL10 = 10 ng/mL, CAL20 = 20 
ng/mL, CAL60 = 60 ng/mL, CAL120 = 120 ng/mL in 2 pozitivni kontroli za infliksimab z 
vrednostmi  CTL1 = 30 ng/mL in CTL2 = 70 ng/mL. Test je bil veljaven, saj je OD CAL0 
< 0,080, OD CAL120 > 1,400, koncentraciji pozitivnih kontrol CTL1 in CTL2 pa sta v 
zahtevanem območju CTL1 = 2-4 µg/mL in CTL2 = 5-7 µg/mL.  
 
Preglednica 8: Koncenctracije in absorbance kalibratorjev in pozitivnih kontrol - apDia 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 9: Standardna krivulja absorbance kalibratorjev v odvisnosti od njihove koncentracije – apDia 
 
 raztopina koncentracija (ng/mL) A450 
CAL0 0,000 0,051 
CAL5 4,602 0,165 
CAL10 10,444 0,288 
CAL20 21,590 0,532 
CAL60 59,196 1,454 
CAL120 120,13 3,27 
CTL1 34,094 0,822 
CTL2 75,804 1,909 
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4.1.2 Določanje TL IFX s testom Lisa-Tracker Duo Infliximab 
 
Koncentracije IFX v serumu bolnikov smo določili tudi z encimsko-imunskim testom Lisa-
Tracker Duo Infliximab. Imeli smo 18 vzorcev seruma bolnikov. Pri testu smo uporabili 5 
standardnih raztopin ter pozitivno kontrolo (PK). Standardne raztopine imajo vrednosti 
ST5 = 0 μg/mL, ST4 = 0,25 μg/mL, ST3 = 1 μg/mL, ST2 = 4 μg/mL in ST1 = 8 μg/mL, 
vrednost pozitivne kontrole pa je v območju 0,32 μg/mL–0,97 μg/mL. Test je bil veljaven, 
saj sta izpolnjena oba kriterija - vrednost absorbance standarda 1 (ST1) ≥ 0,8 in vrednost 
koncentracije IFX v pozitivni kontroli je v območju, zapisanem na viali (območje 0,32 
µg/mL–0,97 µg/mL). 
 
Preglednica 9: Koncenctracije in absorbance kalibratorjev in pozitivnih kontrol - IFX (Lisa-Tracker) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 10: Standardna krivulja absorbance standardov v odvisnosti od njihove koncentracije – Lisa-Tracker 
raztopina koncentracija (µg/mL) A450 
ST5 0,000 0,115 
ST4 0,317 0,316 
ST3 0,913 0,568 
ST2 4,117 1,310 
ST1  7,912 1,727 
PK 0,475 0,391 
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4.1.3 Primerljivost testov za določanje TL IFX  
 
Preglednica 10: Primerjava med izmerjenimi nivoji IFX s tremi testi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
S testom apDia lahko pri redčenju 1:100 zaznamo TL IFX do 12 μg/mL. Za natančnejšo 
primerjavo bi tako morali 2 vzorca dodatno redčiti. Prav tako bi za natančnejši rezultat 
morali dodatno redčiti 6 vzorcev pri testu Lisa-Tracker, saj je odziv zanesljiv do TL IFX = 
8 μg/mL (vrednost standardne raztopine 1). 
 
Rezultate smo primerjali glede na območja, od katerih je odvisna nadaljnja terapija 
bolnika. S testoma apDia in Lisa-Tracker smo izmerili nekoliko višje koncentracije IFX, 
kar vpliva na nekatere rezultate oz. območja, v katera spadajo rezultati. V spodnjih 
preglednicah je prikazano ujemanje med testi.   
 
Preglednica 11: Ujemanje med testoma UHL in apDia – število vzorcev v posamezni skupini 
 TL IFX  < 3 
µg/mL–UHL 
TL IFX = 3–7 
µg/mL–UHL 
TL IFX  > 7 µg/mL–
UHL 
TL IFX < 3 µg/mL–apDia 4 0 0 
TL IFX = 3–7 µg/mL–apDia 0 3 0 
TL IFX > 7 µg/mL–apDia  0 5 4 
bolnik TL IFX (µg/mL) - 
UHL 
TL IFX (µg/mL)- 
apDia 
TL IFX (µg/mL) 
– Lisa-Tracker 
53006 5,17 8,57 8,89 
193636 1,12 1,37 1,45 
68670 0,90 1,34 1,33 
A.B. 1,84 2,98 3,51 
197736 5,16 6,76 6,27 
49141 6,93 10,7 7,62 
54995 5,94 9,80 7,83 
48930 6,51 8,38 7,87 
41390 >12 >12 15,3 
64996 6,23 8,80 9,30 
46900 7,26 10,3 11,1 
42031 1,02 1,46 1,50 
186162 10,6 >12 8,77 
41286 4,68 6,31 5,07 
59020 6,56 6,16 5,21 
195628 8,54 8,27 7,50 
62848 7,46 / 8,11 
189924 4,86 / 6,16 
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Preglednica 12: Ujemanje med testoma UHL in Lisa-Tracker – število vzorcev v posamezni skupini 
 TL IFX  < 3 
µg/mL–UHL 
TL IFX = 3–7 
µg/mL–UHL 
TL IFX  > 7 
µg/mL–UHL 
TL IFX  < 3 µg/mL–Lisa-Tracker 3 0 0 
TL IFX = 3–7 µg/mL–Lisa-Tracker 1 4 0 
TL IFX >7 µg/mL–Lisa-Tracker 0 5 5 
 
Do razlik pri območjih, v katera spadajo vzorci glede na izmerjene koncentracije IFX, je 
prišlo pri istih 5 vzorcih, ki so imeli z UHL nivoje med 3 µg/mL  in 7 µg/mL, mi pa smo 
jim z apDia in Lisa-Tracker izmerili nivoje, višje od 7 µg/mL. Pri teh 5 vzorcih bi torej bila 
odločitev o nadaljnji terapiji bolnikov, če bi upoštevali koncentracije, izmerjene z apDia in 
Lisa-Tracker, drugačna – bolnikom bi zmanjšali dozo IFX oz. povečali interval med 
doziranjem, medtem ko naj bi terapija glede na nivoje, izmerjene z UHL, ki so bili med 3 
μg/mL in 7 μg/mL, ostala enaka. Pri 2 od 5 vzorcev, pri katerih je prišlo do razlik v 
območjih, imata bolnika CRP < 5 mg/L in sta v endoskopski remisiji, iz česar lahko 
sklepamo, da bi bila odločitev o znižanju doze IFX ali zmanjšanju intervala med 
doziranjem IFX, prav tako primerna. Za ostale 3 vzorce nimamo podatka o bolnikovem 
CRP in endoskopski aktivnosti bolezni, zato o primernejši terapiji ne moremo sklepati.     
Pri primerjanju ujemanja med testomaa UHL in Lisa-Tracker, je prišlo do neujemanja še 
pri vzorcu, ki ima z UHL nivo IFX < 3 µg/mL, z Lisa-Tracker pa smo izmerili nivo IFX 
med 3 µg/mL in 7 µg/mL. Podatka o CRP in endoskopski aktivnosti nimamo, zato o 
primernejši terapiji ne moremo sklepati.  
  
Pri 11/16 vzorcih bi bila odločitev o nadaljnji terapiji bolnika enaka glede na rezultate testa 
UHL in apDia oz. bi bila določitev enaka pri 12/18 vzorcih glede na rezultate testa UHL in 
Lisa-Tracker. 
 
 
Slika 11: Graf linearne regresije koncentracij IFX – primerjava UHL in apDia 
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Slika 12: Graf linearne regresije koncentracij IFX – primerjava UHL in Lisa-Tracker 
 
 
Slika 13: Graf linearne regresije koncentracij IFX – primerjava apDia in Lisa-Tracker 
 
 
Rezultate testov, s katerima smo izmerili nivoje IFX, smo primerjali med seboj ter 
rezultate vsakega od obeh testov primerjali še z rezultati belgijskega testa z Univerze v 
Leuvnu, ki smo jih imeli. Pri primerjavi testa apDia in Lisa-Tracker je Pearsonov 
koeficient korelacije R znašal 0,91 (95 % interval zaupanja: 0,75–0,97; P < 0,0001). Pri 
primerjavi nekomercialnega testa UHL in testa apDia je bil  R = 0,92 (95 % interval 
zaupanja: 0,79–0,97; P < 0,0001). Nekoliko slabše je bilo ujemanje med testoma Lisa-
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Tracker in UHL, pri čemer je R znašal 0,89 (95 % interval zaupanja: 0,72–0,96; P < 
0,0001). Koeficienti korelacije so primerljivi tistim iz raziskave, narejene v Belgiji, kjer so 
naredili primerjavo med 16 pari različnih testov za določanje koncentracije IFX, 
koeficienti korelacije pa so imeli vrednosti med 0,73 in 0,99 (Vande Casteele, 2016). Ker 
nobeden od treh testov ne predstavlja »zlatega standarda«, lahko rečemo, da gre za dobro 
korelacijo. Prikazani so tudi grafi linearne regresije s koeficientom determinacije (R
2
).  
 
Prvo hipotezo lahko potrdimo, saj vse tri teste za določanje nivojev IFX kažejo dobro 
medsebojno korelacijo ter dobro ujemanje v območjih, v katera spadajo vrednosti nivojev 
IFX in od katerih je odvisna odločitev o nadaljnji terapiji bolnika. 
 
4.2  DOLOČANJE SERUMSKIH KONCENTRACIJ PROTITELES PROTI 
INFLIKSIMABU IN PRIMERLJIVOST MED DVEMA TESTOMA 
(HIPOTEZA 2) 
 
4.2.1 Določanje ATI s testom Lisa-Tracker Duo Infliximab 
 
Koncentracije ATI v serumu bolnikov smo določili z encimsko-imunskim testom LISA-
TRACKER Duo Infliximab. Imeli smo 5 standardnih raztopin z vrednostmi:  ST5  = 0 
ng/mL, ST4 = 0,25 ng/mL, ST3 = 50 ng/mL, ST2 = 100 ng/mL in ST1 = 200 ng/mL ter 
pozitivno kontrolo, katere vrednost je v območju 17 ng/mL–51 ng/mL. Test smo izvajali 
dvakrat, obakrat je bil veljaven, saj sta bila kriterija za veljavnost obakrat izpolnjena - 
vrednost absorbance standarda 1 (ST1) ≥ 0,8 in vrednost koncentracije IFX v pozitivni 
kontroli je v območju, zapisanem na viali (območje 17 ng/mL–51 ng/mL). 
 
Preglednica 13: Koncentracije in abrosbance standardov ATI in pozitivne kontrole – Lisa-Tracker, 1. izvedba 
testa 
raztopina koncentracija (ng/mL) A450 
ST5 0,000 0,087 
ST4 27,97 0,271 
ST3 47,16 0,436 
ST2 101,2 0,916 
ST1 199,8 1,64 
PK1 31,69  0,302 
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Slika 14: Standardna krivulja absorbanc standardov ATI v odvisnosti od njihove koncentracije - Lisa-
Tracker, 1. izvedba testa 
 
Preglednica 14: Koncentracije in abrosbance standardov ATI in pozitivne kontrole – Lisa-Tracker, 2. izvedba 
testa 
raztopina koncentracija (ng/mL) A450 
ST5 0,000 0,069 
ST4 31,09 0,253 
ST3 54,33 0,407 
ST2 93,17 0,701 
ST1 201,1 1,63 
PK1 39,22 0,304 
 
 
Slika 15: Standardna krivulja absorbance standardov ATI  v odvisnosti od njihove koncentracije – Lisa-
Tracker, 2. izvedba testa 
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Preglednica 15: Koncentracije ATI pri različnih redčitvah 
bolnik  ATI (µg/mL) 
1:2 
ATI (µg/mL) 
1:10 
ATI (µg/mL) 
1:16 
ATI (µg/mL) 
1:32 
ATI (µg/mL) 
1:100 
93457    2,33 2,78 
44063    presežek > 10,5 
44055    2,19 2,49 
143657    presežek presežek 
143573    1,80 2,32 
136141    2,92 3,41 
651031  0,0352 0,0109 0,000 0,000 
97995    0,384 0,488 
136374    1,16 1,45 
109411  0,0796 0,0894 0,252 0,000 
128257    0,655 0,724 
138261  0,000 0,000 0,0477 0,202 
136266    0,000 0,0130 
138307    0,000 0,000 
68670 0,000   0,000  
 
 
Pri testu Lisa-Tracker za določanje protiteles proti infliksimabu je glavno oviro 
predstavljala izbira pravilnega faktorja redčenja, da naši vzorci ne bi imeli koncentracij 
ATI na zgornji meji detekcije testa (200 ng/mL) oz. da vzorca ne bi preveč razredčili in 
dobili nezaznavne koncentracije ATI. Pri 9 vzorcih se je redčitev 1:32 izkazala za 
primerno, saj smo dobili zaznavno koncentracijo ATI. Redčitev 1:32 je bila pri 4 vzorcih 
prevelika in posledično zaradi prevelike razredčenosti nismo dobili zaznavnih koncentracij 
ATI. Pri enem od teh vzorcev smo določili ATI z redčitvama 1:10 in 1:16, ki sta bili torej 
primernejši od redčitve 1:32. Nasprotno je bila pri 2 vzorcih redčitev 1:32 še vedno 
premajhna in rezultati so bili nad mejo detekcije (presežek). Pri obeh dveh vzorcih je bila 
tudi redčitev 1:100 premajhna, da bi dobili kvantitativno koncentracijo ATI (a pri enem od 
vzorcev je bila koncentracija ATI le rahlo nad mejo detekcije). Proizvajalec je sicer 
zagotovil, da ob redčenju po protokolu vrednost ATI < 10 ng/mL pomeni odsotnost ATI, 
medtem ko vrednost ATI = 200 ng/mL že smatramo kot močno pozitivna protitelesa in 
dodatno redčenje ni potrebno. Gre torej za bolj kvalitativno kot kvantitativno metodo.   
 
V preglednici je prikazana primerjava med testoma UHL in Lisa-Tracker. Pri analizi 
rezultatov s testom Lisa-Tracker, zaradi negotovega linearnega odziva, nismo upoštevali 
rezultatov, ki so bili izvedeni z redčenjem vzorcev 1:100. Pri 12 bolnikih smo upoštevali 
rezultat, pridobljen z redčenjem 1:32, pri 2 bolnikih (651031 in 109411)  pa pridobljenega 
z redčenjem 1:10.    
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Preglednica 16: Primerjava med izmerjenimi ATI z dvema testoma 
bolnik TL IFX (µg/mL)–UHL ATI (µg/mL)–UHL ATI (µg/mL)–Lisa-
Tracker 
93457 <0,30 15,7 2,33 
44063 <0,30 >20,0 presežek 
44055 <0,30 8,03 2,19 
143657 <0,30 >20,0 presežek  
143573 <0,30 14,4 1,80 
136141 <0,30 15,7 2,92 
651031 <0,30 <1,00 0,0352  
97995 <0,30 1,30 0,384 
136374 <0,30 7,57 1,16 
109411 <0,30 <1,00 0,0796  
128257 <0,30 2,47 0,655 
138261 0,88 <1,00 0,0477 
136266 0,67 <1,00 0,00 
138307 0,98 <1,00 0,00 
 
V primeru merjenja koncentracije IFX lahko med seboj direktno primerjamo različne teste, 
saj je kot kalibrator uporabljen IFX. Nasprotno pa je pri testih, s katerimi merimo ATI, saj 
univerzalni kalibrator ne obstaja. Prva generacija testov ELISA za določanje ATI, med 
katere spada tudi UHL, kot kalibrator uporablja poliklonska anti-IFX protitelesa, medtem 
ko druga generacija, kamor spada Lisa-Tracker, kot kalibrator uporablja monoklonska anti-
IFX protitelesa. Poliklonska protitelesa iz prve generacije testov ELISAso navzkrižno 
reaktivna z drugimi anti-TNF in zaradi svoje poliklonske narave v test prinašajo 
variabilnost. Druga generacija testov je bolj specifična od prve generacije, saj ni 
navzkrižne reaktivnosti z drugimi anti-TNF, večja pa je tudi občutljivost, saj naj bi s tem 
testom lahko izmerili ATI tudi v prisotnosti IFX, kar v prvi generaciji ni možno (Van 
Stappen in sod., 2015).   
 
Ker pomanjkanje standardizacije med testi ovira primerjavo rezultatov, smo testa med 
seboj primerjali le kvalitativno. Rezultate, ki smo jih pridobili, smo primerjali z rezultati 
UHL, ki smo jih imeli. V preglednici je prikazano ujemanje med obema testoma.   
 
Preglednica 17: Število vzorcev z zaznavnimi (+) in nezaznavnimi ATI (–) pri posameznem testu 
 ATI Lisa-Tracker + ATI Lisa-Tracker – 
ATI UHL + 9 0 
ATI UHL – 3 2 
 
S testom Lisa-Tracker smo izmerili nizke koncentracije ATI pri 3 bolnikih, ki so imeli z 
UHL nezaznavne koncentracije ATI. Rezultat bi lahko bil posledica večje občutljivosti 
testa Lisa-Tracker, vendar glede tega obstaja mnogo pomislekov, da test Lisa-Tracker v 
resnici določi lažno pozitivne ATI. Kvantitativno testov sicer ni smiselno primerjati, a 
opazimo lahko, da smo z Lisa-Tracker dobili približno 3x manjše koncentracije ATI kot z 
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UHL. UHL očitno zajame širši spekter protiteles kot Lisa-Tracker, kar lahko pomeni tudi 
nižjo specifičnost testa UHL, saj je možno, da zajame tudi druga, nespecifična protitelesa.  
 
Poleg majhnega števila vzorcev je pomanjkljivost naše analize testov za primerjavo ATI 
tudi ta, da nismo vključili več bolnikov, ki bi imeli zaznavne nivoje IFX. S tem bi lahko 
ugotovili, ali je s testom Lisa-Tracker resnično možno izmeriti ATI v prisotnosti IFX. 
Imeli smo sicer 3 vzorce z nizkimi TL IFX, pri katerih smo s testom Lisa-Tracker izmerili 
tudi nizke ATI, medtem ko pri teh 3 vzorcih s testom UHL nismo izmerili ATI.  
 
Drugo hipotezo zaradi pomanjkanja standardizacije med testi za določanje ATI, težko 
potrdimo ali ovržemo. Če testa primerjamo le kvalitativno, je ujemanje med njima dobro, 
saj smo s testom Lisa-Tracker določili ATI pri vseh bolnikih, ki so imeli izmerjene ATI z 
UHL, hkrati pa s testom Lisa-Tracker nismo izmerili lažno negativnih ATI.  
 
 
4.3  POVEZAVA MED SERUMSKIMI KONCENTRACIJAMI INFLIKSIMABA 
IN VNETNIMI OZNAČEVALCI (HIPOTEZA 3) 
 
4.3.1 Povezava med TL IFX in CRP 
 
CRP je označevalec vnetja, zato smo pričakovali, da višji kot bodo nivoji IFX, manj 
bolnikov bo imelo povišan CRP. Pričakovali smo tudi, da bo več bolnikov z nezaznavnimi 
TL IFX imelo povišan CRP v primerjavi z bolniki z nezaznavnimi TL IFX. Analize so 
pokazale, da ima z naraščanjem nivojev IFX čedalje manj bolnikov povišane vrednosti 
CRP. 
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Slika 16: Število bolnikov z normalnimi in povišanimi vrednostmi CRP v odvisnosti od nivojev IFX, 
določenih s testom UHL 
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Slika 17: Število bolnikov z normalnimi in povišanimi vrednostmi CRP v odvisnosti od nivojev IFX, 
določenih s testom Lisa-Tracker 
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Slika 18: Število bolnikov z normalnimi in povišanimi vrednostmi CRP v odvisnosti od nivojev IFX, 
določenih s testom apDia 
 
Manj značilni pa so rezultati, kjer primerjamo mediane CRP za vsako od skupin. Na 
naslednjih dveh grafih so prikazane vrednosti CRP v odvisnosti od nivojev IFX. Pri testu 
apDia je število vzorcev premajhno za smiseln grafični prikaz.   
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Slika 19: Vrednosti CRP v odvisnosti od nivojev IFX, določenih s testom UHL 
Opomba: Vrednost, pri kateri je*, je bila detektirana 6x (pri nezaznavnih), 2x (pri < 3), 8x (pri 3–7 in pri > 7) 
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Slika 20: Vrednosti CRP v odvisnosti od  nivojev IFX, določenih s testom Lisa-Tracker 
Opomba: Vrednost, pri kateri je*, je bila detektirana 3x (nezaznavni), 7x (pri 3–7) in 9x (pri > 7).  
 
  
Mediana CRP bolnikov z nivoji IFX < 3 µg/mL, izmerjenimi z UHL, je znašala 39 mg/L, 
mediani CRP bolnikov z nivoji IFX med 3 µg/mL in 7 µg/mL ter bolnikov z nivoji IFX > 7 
µg/mL, izmerjenimi z UHL pa sta bili 3 mg/L.  
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Preglednica 18: Mediane CRP v odvisnosti od  nivojev IFX  
  
Razlike med skupinami smo testirali z Mann-Whitneyivim U testom. Pri primerjavi 
vzorcev z nivoji IFX < 3 µg/mL in nivoji IFX 3–7 µg/mL, je P = 0,0103, razlika med tema 
dvema skupinama je statistično značilna. Pri vzorcih z nivoji IFX > 7 µg/mL, imajo vsi 
bolniki vrednost CRP = 3 mg/mL, zato Mann-Whitneyevega U testa ni bilo mogoče 
narediti za ostale skupine. 
 
Preglednica 19: Pregled rezultatov Mann-Whitneyevega U testa 
 
 
 
 
 
 
 
Mediana CRP pri bolnikih z nivoji IFX < 3 µg/mL, izmerjenimi z Lisa-Tracker, je bila 15 
mg/L. Mediani CRP pri bolnikih z nivoji IFX = 3–7 µg/mL ter pri bolnikih z nivoji IFX > 
7 µg/mL, izmerjenimi z Lisa-Tracker, pa sta bili 3 mg/L. Pri testiranju razlik med 
skupinami z Mann-Whitneyivim U testom, razlika pri primerjavi nivojev IFX < 3 µg/mL 
in nivojev IFX = 3–7 µg/mL ni bila statistično značilna (P = 0,1210). Še manj se 
razlikujeta skupini z nivoji IFX = 3–7 µg/mL in nivoji IFX > 7 µg/mL (P = 0,4406). 
Statistično značilna je le razlika med medianama CRP bolnikov z nivoji IFX < 3 µg/mL in 
nivoji IFX > 7 µg/mL (P = 0,0087). 
 
Kljub temu, da smo pri primerjavi vseh treh testov ugotovili, da z višanjem nivojev IFX 
vrednost CRP pada, pa pri primerjavi CRP vrednosti med zaznavnimi in nezaznavnimi 
nivoji IFX, ne prihaja do razlik – pri primerjavi median CRP bolnikov z nezaznavnimi in 
zaznavnimi nivoji IFX, razlika ni bila statistično značilna (P = 0,6584 pri UHL in P = 
1,000 pri Lisa-Tracker). Pričakovali smo, da bo več bolnikov z nezaznavnimi nivoji IFX 
imelo povišan CRP v primerjavi z bolniki z zaznavnimi nivoji IFX, a se to pri naših 
vzorcih ne opazi. Z obema testoma smo sicer primerljivo določili delež bolnikov s 
povišanim CRP v vsaki od obeh skupin (zaznavni in nezaznavni TL IFX). Število vzorcev 
je predvsem pri skupini z nezaznavnimi TL IFX premajhno, da bi lahko odražalo 
pričakovano povezanost nezaznavnih TL IFX z visokimi vrednostmi CRP.  
 
 vrednost TL IFX ( µg/mL) 
nezaznavni < 3   3–7  > 7  
mediana CRP (mg/L)–UHL 3 39 3 3 
mediana CRP (mg/L)–apDia / 19 3 3 
mediana CRP (mg/L)–Lisa-Tracker 3 15 3 3 
TL IFX (µg/mL) P (UHL) P (Lisa-Tracker) 
< 3 in 3–7 0,0103 0,1210 
3–7 in > 7 / 0,4406 
<3 in >7 / 0,0087 
nezaznavni in zaznavni 0,6584 1,000 
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Slika 21: Število bolnikov z normalnimi in povišanimi vrednostmi CRP v odvisnosti od  
zaznavnih/nezaznavnih nivojev IFX, določenih s testom UHL 
 
 
 
Slika 22: Število bolnikov z normalnimi in povišanimi vrednostmi CRP v odvisnosti od 
zaznavnih/nezaznavnih nivojev IFX, določenih s testom Lisa-Tracker 
 
Ker povišane vrednosti CRP bolje sovpadajo z zagonom CB kot z zagonom UK, smo 
enake analize naredili tudi samo z bolniki s CB. Zaradi majhnega števila vzorcev, so bili 
rezultati enaki kot pri analizah, kjer smo vključili vse bolnike s KVČB.  
 
4.3.2 Povezava med TL IFX in fekalnim kalprotektinom  
 
Fekalni kalprotektin je prav tako označevalec akutnega zagona vnetja, zato smo podobno 
kot pri CRP pričakovali, da bodo z naraščanjem nivojev IFX, padale vrednosti fekalnega 
kalprotektina. Zaradi premajhnega števila vzorcev, ki smo jim izmerili nivoje IFX s testom 
apDia in bi hkrati imeli izmerjen fekalni kalprotektin, smo naredili analizo le za testa UHL 
in Lisa-Tracker. Povezava ni tako izrazita kot pri CRP, saj rezultati kažejo, da ne prihaja 
do razlik med skupinama z nivoji IFX = 3–7 µg/mL in > 7 µg/mL. Pričakovali smo, da bo 
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pri obeh testih več bolnikov z nivoji IFX > 7 µg/mL, imelo fekalni kalprotektin v mejah 
normale. Glede na to, da ni povsem jasno, kakšen nivo IFX omogoča najboljšo kontrolo 
vnetja ter glede na algoritem zdravljenja, po katerem terapije z IFX bolnikom, ki imajo 
nivoje IFX = 3–7 µg/mL, ne spreminjamo, pa ni presenetljivo, da je delež bolnikov s 
povišanim fekalnim kalprotektinom enak v skupinah s TL IFX = 3–7 µg/mL in TL IFX > 7 
µg/mL. Do jasne razlike pa prihaja pri bolnikih z nivoji IFX < 3 µg/mL, izmerjenimi z 
obema testoma, saj imajo vsi bolniki povišane vrednosti fekalnega kalprotektina. Oba testa 
primerljivo določita nivoje fekalnega kalprotektina v vseh treh skupinah bolnikov.  
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Slika 23: Število bolnikov z normalnim in povišanim fekalnim kalprotektinom v  odvisnosti od nivojev IFX, 
določenih s tesom UHL 
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Slika 24: Število bolnikov z normalnim in povišanim fekalnim kalprotektinom v odvisnosti od nivojev IFX, 
določenih s tesom Lisa-Tracker 
 
Primerjali smo tudi vrednosti fekalnega kalprotektina pri bolnikih z zaznavnimi in 
nezaznavnimi nivoji IFX. Pričakovali smo, da bo več bolnikov z nezaznavnimi nivoji 
imelo povišan fekalni kalprotektin, vendar zaradi premajhnega števila vzorcev, te povezave 
ne moremo potrditi pri nobenem od testov.   
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Slika 25: Število bolnikov z normalnim in povišanim fekalnim kalprotektinom v odvisnosti od 
zaznavnih/nezaznavnih nivojev IFX, določenih s testom UHL 
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Slika 26:  Število bolnikov z normalnim in povišanim fekalnim kalprotektinom v odvisnosti od 
zaznavnih/nezaznavnih nivojev IFX, določenih s testom Lisa-Tracker 
 
 
Preglednica 20: Mediane fekalnega kalprotektina v odvisnosti od TL IFX 
 
Pri testiranju razlik med vrednostmi median fekalnega kalprotektina med skupinami z 
Mann-Whitneyivim U testom, razlike niso statistično značilne. 
 
Preglednica 21: Pregled rezultatov Mann-Whitneyevega U testa  
TL IFX (µg/mL) P (UHL) P (Lisa-Tracker) 
< 3 in 3–7 0,2395 0,1660 
3–7 in > 7 0,7748 0,6678 
<3 in >7 0,1839 0,2343 
nezaznavni in zaznavni 0,5508 0,2900 
 
 vrednost TL IFX ( µg/mL) 
 nezaznavni < 3   3–7  > 7  
mediana fekalni kalprotektin (mg/kg)–UHL 217,8 442,3 108,9 72,8 
mediana fekalni kalprotektin (mg/kg)–apDia / 442,3 127,1 105,2 
mediana fekalni kalprotektin (mg/kg)–Lisa-Tracker 30  442,3 55,7 97,9 
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4.3.3 Povezava med TL IFX in endoskopsko aktivnostjo bolezni  
 
Pri analizi povezave med nivoji IFX in rezultati endoskopije smo pričakovali, da bo več 
bolnikov z višjimi nivoji IFX v remisiji, saj so višji nivoji IFX boljši napovedovalec izhoda 
bolezni, več bolnikov z nižjimi nivoji IFX pa bo imelo z endoskopijo določeno aktivno 
bolezen. Rezultati so z vsemi tremi testi primerljivi, a je s testom apDia je število vzorcev, 
ki bi imeli izmerjen TL IFX in hkrati podatek o aktivnosti bolezni, določeni z endoskopijo, 
premajhno za smiselni grafični prikaz. Pri dveh bolnikih nivoji IFX ne sovpadajo z 
aktivnostjo bolezni kot bi pričakovali. Eden od bolnikov, ki ima aktivno bolezen, ima z 
obema testoma izmerjen visok TL IFX (16,88 µg/mL in 15,25 µg/mL). Pri tem bolniku je 
kasneje prišlo do ukinitve IFX, saj gre za primarno neodzivnost. Nasprotno pa pri enem od 
bolnikov, ki je v endoskopski remisiji, TL IFX nismo zaznali. Razlika zaradi majhnega 
števila vzorcev ni statistično značilna (P = 0,3281).  
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Slika 27: TL IFX, določeni s testom UHL, v odvisnosti od endoskopske aktivnosti bolezni 
Opomba: Vrednost, pri kateri je *, je detektirana 3x (pri aktivni bolezni) in 2x (pri remisiji) 
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Slika 28: TL IFX, določeni s testom Lisa-Tracker, v odvisnosti od endoskopske aktivnosti bolezni 
Opomba: Vrednost, pri kateri je *, je detektirana 2x. 
 
Tretjo hipotezo lahko delno potrdimo, saj ima z naraščanjem nivojev IFX, izmerjenimi z 
vsemi tremi testi, čedalje manj bolnikov povišane vrednosti CRP, vendar pa razlike med 
medianami CRP med posameznimi skupinami niso statistično značilne. Prav tako niso 
statistično značilne razlike v medianah CRP med bolniki z zaznavnimi in nezaznavnimi 
nivoji IFX. Za dokaz statistične značilnosti bi potrebovali večje število vzorcev. Pri testih 
UHL in Lisa-Tracker imajo vsi bolniki z nivoji IFX < 3 µg/mL, povišan fekalni 
kalprotektin, medtem ko ima polovica bolnikov z nivoji IFX > 3 µg/mL povišan fekalni 
kalprotektin, polovica bolnikov pa ima fekalni kalprotektin v mejah normale. Da bi 
dokazali statistično značilno povezavo med nivoji IFX in fekalnim kalprotektinom, bi 
potrebovali večje število vzorcev. Večina bolnikov z aktivno boleznijo ima nižje nivoje 
IFX (določeni z UHL in Lisa-Tracker), izjema je le bolnik, ki je primarno neodziven na 
terapijo z IFX. Ostali bolniki z višjimi nivoji IFX pa so v remisiji.  
 
4.4  POVEZAVA MED SERUMSKIMI KONCENTRACIJAMI PROTITELES 
PROTI INFLIKSIMABU IN C-REAKTIVNIM PROTEINOM (HIPOTEZA 4) 
 
Primerjali smo vrednosti CRP pri bolnikih s prisotnimi protitelesi proti IFX in pri bolnkih 
brez njih. Pričakovali smo, da bomo z obema testoma dobili višje vrednosti CRP v skupini 
bolnikov s prisotnimi ATI. Za takšno primerjavo nismo imeli dovolj vzorcev, pri katerih ne 
bi izmerili prisotnih ATI, saj smo s testom Lisa-Tracker izmerili ATI le tistim vzorcem, ki 
so že imeli izmerjene ATI s testom UHL (in so imeli nezaznavne nivoje IFX). Test Lisa-
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Tracker, s katerim smo nivoje protiteles merili mi, naj bi bil občutljivejši od testa UHL. Z 
njim smo sicer izmerili prisotne ATI tudi pri treh vzorcih, ki so imeli z UHL nezaznavne 
ATI, a obstaja dvom, da test Lisa-Tracker določi lažno pozitivne ATI.  
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Slika 29: CRP v odvisnosti od prisotnosti ATI, določene s testom UHL 
Opomba: Vrednost, pri kateri je*, je detektirana 4x (pri ATI+) in 2x (obe vrednosti pri ATI -) 
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Slika 30: CRP v odvisnosti od prisotnosti ATI, določene s testom Lisa-Tracker 
Opomba: Vrednost, pri kateri je *, je detektirana 6x (pri ATI+) in 2x (pri ATI -) 
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Za potrditev 4. hipoteze nimamo dovolj primernih vzorcev, da bi lahko rekli, da bolniki s 
prisotnimi ATI niso le podmnožica bolnikov z nizkimi nivoji IFX (za katere pa smo 
ujemanje s CRP naredili pri 3. hipotezi). V analizo bi morali vključiti tudi vzorce z 
zaznavnimi nivoji IFX in jim izmeriti ATI. Zaradi neprimernih vzorcev, ne moremo 
potrditi 4. hipoteze.  
 
4.5  NAPOVED IZHODA BOLEZNI (HIPOTEZA 5) 
 
Predvidevali smo, da bodo zaznavni nivoji IFX ter odsotnost ATI pri obeh testih dober 
napovednik, da bo bolnik ostal na terapiji z infliksimabom.  
 
4.5.1 TL IFX, določeni z UHL, kot dejavnik napovedi izhoda bolezni  
 
Kot je prikazano na sliki 31, je večji delež bolnikov z zaznavnimi nivoji IFX do konca 
opazovanja ostal na terapiji z IFX v primerjavi z bolniki z nezaznavnimi nivoji IFX. Med 
bolniki, ki so imeli s testom UHL zaznavne nivoje IFX, je v času našega opazovanja en 
bolnik (4 %) prenehal z IFX, ostalih 22 bolnikov (96 %) z zaznavnimi nivoji IFX pa je še 
naprej prejemalo IFX. Med bolniki, ki so imeli s testom UHL nezaznavne nivoje IFX, so 4 
bolniki (40 %) prenehali s terapijo z IFX, 6 bolnikov pa je do konca našega opazovanja 
ostalo na terapiji z IFX.  
 
Vpliv zaznavnih in nezaznavnih nivojev IFX na čas do odpovedi IFX smo testirali s testom 
Log-rank. Potrdili smo, da imajo bolniki z zaznavnimi nivoji IFX manjše tveganje za 
odpoved IFX kot bolniki z nezaznavnimi nivoji IFX (P = 0,0154).   
 
 
 
Slika 31: Odpoved IFX, odvisna od zaznavnih/nezaznavnih TL IFX, določenih s testom UHL 
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4.5.2 ATI, določeni z UHL, kot dejavnik napovedi izhoda bolezni  
 
V analizo smo vključili še vpliv prisotnosti protiteles proti IFX. Predvidevali smo, da bodo 
bolniki brez ATI bolj verjetno ostali na terapiji z IFX v primerjavi s tistimi, ki bodo imeli 
ATI.  
 
Preglednica 22: Odpoved IFX, odvisna od TL IFX in ATI, oboje določeno s testom UHL  
 zaznavni TL 
IFX 
nezaznavni TL IFX + 
nezaznavni ATI 
nezaznavni TL IFX + 
ATI < 8 µg/mL 
nezaznavni TL IFX 
+ ATI > 8 µg/mL 
odpoved IFX 1 0 2 2 
ostane na IFX 22 2 3 1  
 
Od 10 bolnikov, ki so imeli s testom UHL nezaznavne nivoje IFX, 2 bolnika nista imela 
prisotnih ATI. Ta 2 bolnika sta do konca našega opazovanja ostala na terapiji z 
infliksimabom. 5 bolnikov z nezaznavnimi nivoji IFX je imelo ATI < 8 µg/mL, od tega sta 
2 bolnika prenehala z IFX, 3 bolniki pa so ostali na terapiji z IFX. Med bolniki z 
nezaznavnimi nivoji IFX in ATI > 8 µg/mL sta s terapijo z IFX prenehala 2 bolnika, 1 
bolnik pa je ostal na terapiji z IFX. Število vzorcev je bilo sicer majhno, a pri teh smo 
opazili, da je bila prisotnost ATI povezana z ukinitvijo IFX ter da je pri več bolnikih z 
višjimi koncentracijami ATI prišlo do ukinitve terapije z IFX.  
 
 
 
Slika 32: Odpoved IFX, odvisna od ATI, določenih s testom UHL 
 
S testom Log-rank smo ugotovili, da razlika v deležu bolnikov z dokončno odpovedjo ni 
bila statistično značilna med skupinami bolnikov z nezaznavnimi ATI, z ATI < 8 µg/mL in 
z ATI > 8 µg/mL (P = 0,1083). Prav tako delež bolnikov z odpovedjo IFX ni bil statistično 
značilno višji med bolniki brez ATI, kot pri bolnikih z ATI (P = 0,0758), ko primerjamo le 
skupini s prisotnimi in odsotnimi ATI. Razlog za to je premajhno število vzorcev.  
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4.5.3 TL IFX, določeni z Lisa-Tracker Duo Infliximab, kot dejavnik napovedi 
izhoda bolezni  
 
Pri določanju nivojev IFX s testom Lisa-Tracker je pri 2 bolnikih (9 %), pri katerih smo 
izmerili zaznavne nivoje IFX, prišlo do ukinitve IFX, 20 bolnikov (91 %) z zaznavnimi 
nivoji IFX pa je ostalo na terapiji z IFX.  
 
S testom Lisa-Tracker je imelo le 5 bolnikov nezaznavne nivoje IFX, saj sta 2 bolnika, ki 
sta s testom UHL imela nezaznavne nivoje IFX, s testom Lisa-Tracker imela zaznavne 
nivoje IFX, 3 bolnikom pa nivojev IFX z Lisa-Tracker nismo izmerili. Od 5 bolnikov z 
nezaznavnimi nivoji IFX sta 2 bolnika (40 %) prenehala s terapijo z infliksimabom, 3 
bolniki pa so do konca našega opazovanja še vedno prejemali infliksimab.  
 
 
Slika 33: Odpoved IFX, odvisna od  zaznavnih/nezaznavnih nivojev IFX, določenih s testom Lisa-Tracker   
 
4.5.4 ATI, določeni z Lisa-Tracker Duo Infliximab, kot dejavnik napovedi 
izhoda bolezni  
 
Pri testu Lisa- Tracker smo imeli manjše število vzorcev, ki bi hkrati imeli izmerjene 
nivoje IFX in protitelesa proti IFX, zato smo analizo te hipoteze naredili nekoliko drugače 
kot pri UHL. Pri 11 bolnikih smo zaznali prisotnost ATI, pri čemer so 4 bolniki (36 %) 
prenehali z IFX, 7 bolnikov pa je do konca našega opazovanja ostalo na IFX. 
 
Preglednica 23: Odpoved IFX glede na nivoje IFX in ATI, oboje določeno s testom Lisa-Tracker  
 zaznavni TL IFX ATI + ATI – 
odpoved IFX 2 4 0 
ostane na IFX 20 7 2 
 
Analiza Log-rank je pokazala, da delež bolnikov z zaznavnimi nivoji IFX, ki je ostal na 
terapiji z infliksimabom, ni bil statistično značilno višji od deleža bolnikov z nezaznavnimi 
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nivoji IFX, ki je ostal na terapiji z infliksimabom (P = 0,0998). Prav tako razlika v času do 
odpovedi IFX med skupinama bolnikov s prisotnimi ATI in odsotnimi ATI ni bila 
statistično značilna (P = 0,3555), saj je bilo število vzorcev za to premajhno. 
 
 
Slika 34: Odpoved IFX, odvisna od zaznavnih/nezaznavnih ATI, določenih s testom Lisa-Tracker  
 
Peto hipotezo lahko potrdimo za testa UHL in Lisa-Tracker, saj so zaznavni nivoji IFX 
dober napovedovalec, da bo bolnik ostal na terapiji z IFX pri obeh testih (UHL in Lisa-
Tracker), medtem ko je odsotnost ATI pri obeh testih dobra napoved za to, da bo bolnik 
ostal na terapiji z IFX.    
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4.6   NAPOVED OHRANJANJA VISOKIH SERUMSKIH KONCENTRACIJ 
INFLIKSIMABA (HIPOTEZA 6) 
 
4.6.1 TL IFX kot dejavnik napovedi ohranjanja TL IFX v času zdravljenja  
 
Predvidevali smo, da je pri bolnikih, ki so imeli v času t0 nezaznavne nivoje IFX, večja 
verjetnost, da bodo tudi v času t1 ohranili nezaznavne oz. nizke nivoje IFX, medtem ko bo 
pri bolnikih z zaznavnimi nivoji IFX bolj verjetno prišlo do ohranitve oz. povišanja nivojev 
IFX. Za bolnike z zaznavnimi nivoji IFX smo predvidevali, da bo pri tistih, ki so imeli v 
času t0 nizke nivoje IFX, večja verjetnost, da nivoji IFX tudi v času t1 ostanejo nizki. Za 
bolnike z visokimi nivoji IFX v času t0 smo predvidevali, da bodo obdržali visoke nivoje 
IFX tudi v času t1.  
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Slika 35: Spreminjanje nivojev IFX v odvisnosti od časa 
 
Iz grafa lahko vidimo, kako so se s časom spreminjali nivoji IFX pri bolnikih z različnimi 
nivoji IFX v času t0: nezaznavni nivoji IFX (na grafu označeni z zeleno), nivoji IFX < 3 
µg/mL (na grafu označeni z rdečo) oz. nivoji IFX > 3 µg/mL (na grafu označeni z modro). 
Od 7 bolnikov, ki so imeli v času t0 nezaznavne nivoje IFX, so pri 4 bolnikih v času t1 
nivoji IFX ostali nezaznavni, 3 bolnikom pa so se nivoji IFX povišali. Vsem 7 bolnikom z 
nezaznavnimi nivoji zdravila so po času t0 povišali odmerek IFX (povečali dozo zdravila 
ali zmanjšali interval med infuzijama zdravila), tako da je bil odmerek zdravila (mg/teden) 
pred meritvijo v času t1 pri vseh višji od tistega v času t0. Dvig odmerka je bil očitno 
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uspešen pri 3 bolnikih, poleg tega pa je imel eden od bolnikov v času t2 še višji TL IFX kot 
v času t1, kljub temu, da vmes ni bilo spremembe odmerka zdravila. 
 
Med bolniki, ki so imeli v času t0 zaznavne nivoje zdravila, so bili 4 takšni, ki so imeli 
nivoje manjše od 3 µg/mL. Po času t0 so vsem 4 bolnikom povišali odmerek IFX in vsi so 
v času t1 imeli višje nivoje IFX. Dvig odmerka je bil pri vseh 4 bolnikih uspešen. Glede na 
naše rezultate lahko rečemo, da bolniki z nivoji IFX < 3 µg/mL, z večjo verjetnostjo 
uspešno povišajo nivoje zdravila, kot bolniki z nezaznavnimi nivoji IFX.  
 
V času t0 je imelo 9 bolnikov nivoje IFX > 3 µg/mL, od tega 4 bolniki med 3 µg/mL in 7 
µg/mL in 5 bolnikov večje kot 7 µg/mL. 3 bolnikom, ki so imeli v času t0 nivoje IFX med 
3–7 µg/mL, so po meritvi v času t0 rahlo povečali odmerek zdravila, kljub temu, da 
algoritem doziranja IFX glede na TL IFX pri bolnikih z nivoji IFX med 3–7 µg/mL 
predvideva ohranitev terapije (Vande Casteele, 2015a). Dvig odmerka je bil pri vseh treh 
bolnikih nižji kot pri bolnikih z nezaznavnimi nivoji IFX ali nivoji IFX < 3 µg/mL. Pri 
dveh bolnikih sta nivoja IFX v času t1 ostala v intervalu 3–7 µg/mL, pri enem od bolnikov 
pa je nivo IFX v času t1 porasel malo nad 7 µg/mL. Bolniku, ki je imel izmed 4 bolnikov z 
nivoji IFX 3–7 µg/mL v času t0 najvišji nivo zdravila (TL IFX = 6, 62 µg/mL), odmerka 
niso spreminjali, vendar je pri njem prišlo do povišanja nivoja v času t1 (TL IFX = 11,30 
µg/mL).  
 
V času t0 je 5 bolnikov imelo nivoje IFX > 7 µg/mL. 3 bolniki so v času pred meritvijo ob 
t1 dobili enak odmerek zdravila, kot v času pred meritvijo ob t0. Nivo zdravila v času t1 je 
bil pri vseh 3 manjši kot v času t0, a še vedno dovolj visok (TL IFX = 5 µg/mL–12 µg/mL), 
da naj bi omogočal dobro kontrolo vnetja. Dvema bolnikoma, ki sta v času t0 imela visoke 
nivoje IFX (TL IFX = 16,88 µg/mL in 11,73 µg/mL) pa so po meritvi t0, zmanjšali 
odmerek zdravila oz. ga enemu kasneje ukinili (primarna neodzivnost, saj je bolnik imel z 
endoskopijo določeno aktivno bolezen, kljub visokemu nivoju IFX). Po zmanjšanju 
odmerka pred meritvijo t1, sta v času t1 oba bolnika imela TL IFX med 3 µg/mL in 7 
µg/mL.  
 
Prvi del 6. hipoteze lahko za test UHL potrdimo, saj so vsi bolniki z zaznavnimi nivoji v 
času t0 uspeli obdržati zaznavne nivoje, medtem ko so le pri 3/7 bolnikov z nezaznavnimi 
nivoji v času t0, ti postali zaznavni. Prav tako so vsi bolniki z zaznavnimi nivoji IFX, ki so 
manjši od 7 µg/mL, dvignili nivoje IFX oz. so ti ostali približno enaki. Izjema med bolniki 
z zaznavnimi nivoji IFX so bolniki, ki so imeli v času t0 nivoje višje od 7 µg/mL, saj so se 
nivoji zdravila pri vseh bolnikih do časa t1 zmanjšali. Ti bolniki so imeli v času t0 precej 
visoke nivoje IFX (TL IFX = 7,46 µg/mL, 10,5 µg/mL, 11,7 µg/mL, 16,3 µg/mL in 16,9 
µg/mL).  
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Za bolnika je torej večja verjetnost, da bo ohranil nivoje IFX ali jih povišal, če ima 
zaznavne nivoje IFX, kot če ima nezaznavne, vendar je v primeru zelo visokih nivojev IFX 
večja verjetnost, da bo z optimizacijo (znižanjem) odmerka, zmanjšal tudi nivoje zdravila. 
Pri takšnih bolnikih, ki so v klinični remisiji in imajo hkrati visoke koncentracije zdravila, 
lahko z zmanjšanjem odmerka dosežemo nižjo ceno zdravljenja (Gils, 2017).  
 
S testom Lisa-Tracker nismo izmerili nivojev IFX ob dveh različnih časih, zato enake 
analize za test Lisa-Tracker ne moremo narediti.   
 
4.6.2 ATI, določeni z UHL, kot dejavnik napovedi ohranjanja TL IFX v času 
zdravljenja  
 
Izmed 20 bolnikov je bilo 9 bolnikov takšnih, ki so imeli v času t0 izmerjene nivoje ATI z 
obema testoms. Predvidevali smo, da bodo bolniki, ki niso imeli zaznavnih ATI, z večjo 
verjetnostjo povišali nivoje IFX oz. jih ohranil visoke v primerjavi s tistimi, ki so imeli 
zaznavne ATI. Predvidevali smo tudi, da se bodo nivoji IFX razlikovali glede na visoke in 
nizke nivoje ATI–za bolnike z ATI > 8 µg/mL, izmerjenimi s testom UHL, smo 
predvidevali, da je manj verjetno, da bi povišali nivoje IFX kot bolniki z ATI < 8 µg/mL. 
Pri ATI, izmerjenimi s testom Lisa-Tracker, smo predvideli le razliko med nivoji IFX pri 
bolnikih s prisotnimi oz. odsotnimi ATI. 
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Slika 36: Nivoji IFX (UHL) v odvisnosti od časa glede na nivoje ATI (UHL) 
 
Iz grafa lahko vidimo, da so 3 bolniki brez ATI v času t0, do časa t1 povišali nivoje IFX. 
Eden od bolnikov, ki ni imel ATI, in je v času t0 imel nezaznavne nivoje IFX, je imel tudi v 
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času t1 nezaznavne nivoje IFX. Glede na naše vzorce lahko rečemo, da odsotnost ATI 
pomeni večjo verjetnost, da bodo nivoji zdravila, ki so zaznavni, ostali zaznavni oz. se 
bodo nivoji zdravila povečali. V primeru nezaznavnih nivojev zdravila in odsotnosti ATI, 
razlog za neučinkovitost ni imunogenost zdravila in nastanek ATI.   
 
Pet bolnikov, ki je imelo v času t0 z nezaznavne nivoje IFX, je imelo z UHL v času t0 
zaznavne ATI. Med temi 5 bolniki so bili 3 takšni, ki so imeli ATI < 8 µg/mL. Pri dveh je 
nivo zdravila v času t1 bil zaznaven (najvišji TL IFX je dosegel bolnik z najnižjim nivojem 
ATI), pri enem pa je nivo zdravila ostal nezaznaven tudi v času t1. 2 bolnika sta imela v 
času t1 nivoje ATI > 8 µg/mL, njuna TL IFX pa sta bila v času t0 in v času t1 nezaznavna. 
Prisotnost ATI je torej pri naših vzorcih povezana z manjšo verjetnostjo, da bodo nivoji 
zdravila postali visoki.  
 
Pomanjkljivost naših analiz je ta, da s testom UHL ne moremo izmeriti prisotnih ATI v 
prisotnosti zdravila. Tako ne vemo, ali je prisotnost ATI neodvisno povezana z 
neučinkovitim dvigom nivoja IFX, ali pa so bolniki z ATI le podmnožica bolnikov z 
nizkimi TL, za katere smo že v 1. delu hipoteze videli, da je dvig odmerka neuspešen in 
zato nivoji ostanejo nizki.  
 
4.6.3 ATI, določeni z Lisa-Tracker Duo Infliximab, kot dejavnik napovedi 
ohranjanja TL IFX v času zdravljenja  
 
Test Lisa-Tracker, s katerim smo ATI merili mi, naj bi bil zmožen izmeriti ATI v 
prisotnosti IFX. Predvidevali smo, da bodo bolniki z nezaznavnimi ATI povišali nivoje 
IFX in bolniki z zaznavnimi ATI ohranili nizke nivoje IFX.  
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Slika 37: Nivoji IFX (UHL) v odvisnosti od časa glede na nivoje ATI (Lisa-Tracker) v času t0 
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Od 9 bolnikov z izmerjenimi nivoji IFX ob dveh različnih časih s testom UHL in 
izmerjenimi ATI v času t0 s testom Lisa-Tracker, pri 2 bolnikih nismo izmerili prisotnih 
ATI. Oba bolnika sta imela v času t0 zaznavne nivoje IFX (0,67 µg/mL in 0,98 µg/mL), ki 
so se do časa t1 še povečali (4,77 µg/mL in 6,34 µg/mL).  
 
Ostalih 7 bolnikov je imelo v času t0 nezaznavne nivoje IFX, hkrati pa smo pri vseh 7 
zaznali ATI. S testom Lisa-Tracker smo torej izmerili zelo nizke koncentracije ATI pri 
dveh bolnikih, ki sta imela nezaznavne ATI s testom UHL. Pri enem od bolnikov je nivo 
zdravila v času t1 postal zaznaven (2,34 µg/mL), medtem ko je drugi bolnik imel 
nezaznavne nivoje zdravila tudi v času t1. Pri tem bolniku bi torej razlog za nezaznavnost 
nivojev IFX lahko bila imunogenost IFX in posledičen nastanek ATI, česar z rezultatom 
testa UHL nismo mogli sklepati.  
 
Od skupno 7 bolnikov, pri katerih smo s testom Lisa-Tracker v času t0 izmerili prisotne 
ATI, so 4 bolniki tudi v času t1 imeli nezaznavne nivoje IFX, medtem ko so 3 bolniki imeli 
zaznavne nivoje IFX, a manjše od 3 µg/mL.    
 
Drugi del 6. hipoteze torej lahko potrdimo, saj sta oba bolnika brez ATI povišala nivoje 
IFX. Med bolniki, ki so imeli s testom Lisa-Tracker zaznavne ATI, so 3 bolniki povišali 
nivoje IFX (a za manjši delež kot bolnika brez ATI), 4 bolniki pa so ohranili nezaznavne 
nivoje IFX. Tudi pri tej analizi je pomanjkljivost ta, da smo izmerili nivoje ATI le dvema 
bolnikoma z zaznavnimi nivoji IFX. 
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5 SKLEPI 
 
- Komercialno dostopna testa apDia Infliximab ELISA in Lisa-Tracker Duo Infliximab sta, 
glede na Pearsonov koeficient korelacije, primerljiva s komercialno nedostopnim 
belgijskim testom z Univerze v Leuvnu (UHL). Najboljše ujemanje je med testoma apDia 
Infliximab ELISA in belgijskim testom z Univerze v Leuvnu (R = 0,92; 95 % interval 
zaupanja: 0,79–0,97; P < 0,0001).  
 
- S testoma apDia Infliximab ELISA in Lisa-Tracker Duo Infliximab smo izmerili nekoliko 
višje koncentracije IFX, kot s testom UHL, kar je imelo vpliv pri primerjanju rezultatov 
glede na območja, od katerih je odvisna nadaljnja terapija bolnika. Pri 11/16 (primerjava 
testov apDia Infliximab ELISA in UHL) oz. 12/18 vzorcih (primerjava testov Lisa-Tracker 
Duo Infliximab in UHL), bi bila odločitev o terapiji, ob upoštevanju trenutno veljavne 
doktrine, da so cilj bolnikovi nivoji IFX znotraj intervala 3–7 µg/mL, enaka, ne glede na 
to, s katerim testom bi izmerili nivoje IFX.     
 
- Zaradi pomanjkanja standardizacije, testov za določanje ATI med sabo ne moremo 
primerjati kvantitativno, ampak zgolj kvalitativno. S testom Lisa-Tracker Duo Infliximab 
smo izmerili nizke koncentracije ATI pri 3 bolnikih, ki so imeli s testom UHL nezaznavne 
koncentracije ATI. Težko rečemo, ali je test Lisa-Tracker Duo Infliximab občutljivejši od 
testa UHL, ali pa gre za lažno pozitivne ATI, ki jih določi test Lisa-Tracker Duo 
Infliximab.  
 
- Pri vseh treh testih za določanje nivojev IFX, so imeli bolniki z višjimi nivoji IFX, nižje 
koncentracije vnetnega označevalca CRP. Zaradi premajhnega števila vzorcev, pa nismo 
dokazali statistično značilne povezave med nivoji IFX in CRP.   
 
- Nivoji IFX, določeni s testoma UHL in Lisa-Tracker Duo Infliximab, korelirajo z 
endoskopsko določeno aktivnostjo bolezni – pri obeh testih je več bolnikov z višjimi nivoji 
IFX v remisiji, več bolnikov z nižjimi nivoji IFX pa ima z endoskopijo določeno aktivno 
bolezen.  
 
- Zaznavni nivoji IFX so dober napovedovalec, da bo bolnik ostal na terapiji z IFX. Pri 
testu UHL je razlika med bolniki, ki imajo zaznavne nivoje IFX in bolniki z nezaznavnimi 
nivoji IFX, statistično značilna (P = 0,0154), medtem ko smo pri testu Lisa-Tracker imeli 
premajhno število vzorcev, ki bi imeli nezaznavne nivoje IFX, zato razlika ni statistično 
značilna.  
 
- Odsotnost protiteles proti infliksimabu je pri obeh testih dober napovedovalec, da bo 
bolnik ostal na terapiji z IFX. Bolniki, ki imajo s testom UHL ATI < 8 µg/mL, bodo z 
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večjo verjetnostjo ostali na terapiji z IFX kot bolniki, ki imajo s testom UHL ATI > 8 
µg/mL. Razlika sicer zaradi premajhnega števila vzorca ni bila statistično značilna.  
 
- Bolniki z nivoji IFX < 3 µg/mL (določeni s testom UHL) bodo z večjo verjetnostjo 
uspešno povišali nivoje zdravila kot bolniki z nezaznavnimi nivoji IFX. Prav tako je bil 
dvig odmerka je uspešen pri vseh bolnikih z nivoji IFX med 3 µg/mL in 7 µg/mL (določeni 
s testom UHL). Bolniki z nivoji IFX > 7 µg/mL so z optimizacijo odmerka ob naslednjem 
določanju imeli nivoje IFX med 3 µg/mL in 7 µg/mL (določeni s testom UHL).  
 
- Odsotnost protiteles proti infliksimabu (določena s testoma UHL in Lisa-Tracker Duo 
Infliximab) pomeni večjo verjetnost, da bodo nivoji IFX, ki so zaznavni, ostali zaznavni 
oz. se povečali tudi ob naslednjem določanju nivojev IFX. Prisotnost ATI je povezana z 
manjšo verjetnostjo, da bodo nivoji IFX  postali visoki. 
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6 POVZETEK 
 
Kronična vnetna črevesna bolezen je doživljenjska bolezen prebavil, katere glavni obliki 
sta Crohnova bolezen in ulcerozni kolitis. Bolnikom, ki se ne odzovejo na standardno 
zdravljenje, se predpiše zdravljenje z biološkimi zdravili, med katera spada tudi 
infliksimab, himerno protitelo, ki je zaviralec vnetnega mediatorja TNF-α. Določanje 
nivojev IFX in protiteles proti IFX vse bolj postaja del klinične prakse, saj tako lahko 
identificiramo bolnike s prenizkimi nivoji IFX in prisotnimi ATI ter optimiziramo 
zdravljenje tako, da so bolnikovi nivoji IFX ves čas v intervalu 3–7 µg/mL.  
 
Namen magistrskega dela je bila primerjava dveh komercialno dostopnih testov za 
določanje nivojev IFX (test Lisa-Tracker Duo Infliximab in test apDia Infliximab ELISA) 
s komercialno nedostopnim testom (test, razvit na Univerzi v Leuvnu – UHL) in 
primerjava komercialno dostopnega testa za določanje ATI (test Lisa-Tracker Duo 
Infliximab) s komercialno nedostopnim testom za določanje ATI (test UHL).  
 
Glede na statistično obdelavo rezultatov, so bili testi za določanje nivojev IFX med seboj 
primerljivi – Pearsonovi koeficienti korelacije med testi so znašali R = 0,92 (UHL in apDia 
Infliximab ELISA), R = 0,91 (apDia Infliximab ELISA in Lisa-Tracker Duo Infliximab) 
ter R = 0,89 (UHL in Lisa-Tracker Duo Infliximab). Za odločitev o nadaljnji terapiji so 
pomembna območja, v katera spadajo izmerjeni nivoji IFX. Odločitev o nadaljnji terapiji 
bi bila, ob upoštevanju trenutno veljavne doktrine, da so cilj bolnikovi nivoji IFX znotraj 
intervala 3–7 µg/mL, ne glede na test, s katerim smo izmerili nivoje IFX, enaka pri 11/16 
(primerjava testov apDia Infliximab ELISA in UHL) oz. 12/18 vzorcih (primerjava testov 
Lisa-Tracker Duo Infliximab in UHL). Pri vseh treh testih za določanje nivojev IFX, je 
imelo z naraščanjem nivojev IFX čedalje manj bolnikov povišane vrednosti CRP. Nivoji 
IFX, določeni s testoma UHL in Lisa-Tracker Duo Infliximab, dobro korelirajo z 
endoskopsko določeno aktivnostjo bolezni. Zaznavni nivoji IFX so dober napovedovalec, 
da bo bolnik ostal na terapiji z IFX, kar kaže na to, da testi realno odražajo prisotnost 
zdravila v krvi in s tem kontrolo vnetne aktivnosti.  
 
Zaradi omejitev metod ELISA za določanje koncentracije ATI, jih ne moremo primerjati 
med seboj. Pokazali pa smo, da je prisotnost ATI povezana s slabo kontrolo nad boleznijo 
in z vztrajanjem nezaznavnih nivojev IFX. Odsotnost ATI je pri obeh testih dober 
napovedovalec, da bo bolnik ostal na terapiji z IFX. Bolniki, ki imajo s testom UHL 
izmerjene ATI < 8 µg/mL, bodo z večjo verjetnostjo ostali na terapiji z IFX kot bolniki, ki 
imajo s testom UHL izmerjene ATI > 8 µg/mL. Odsotnost ATI (določena s testom UHL) 
pomeni večjo verjetnost, da bodo nivoji IFX, ki so zaznavni, ostali zaznavni, medtem ko je 
prisotnost ATI je povezana z manjšo verjetnostjo, da bodo nivoji IFX  postali visoki.  
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